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Andlisis filogenético de las especies del género Diestecostoma (Hirudinea:

Xerobdellidae) con base en caracteres moleculares

RESUMEN

La clasificacién de los hirudineos ha sido controvertida a lo largo de la historia
y se han realizado multiples cambios a distintos niveles, desde especie, familia a
subdrden, a partir de la inclusidn de informacién molecular y métodos de inferencia
filogenética robustos (Apakupakul et al., 1999; Oceguera-Figueroa et al., 2011; Phillips
et al, 2010). Particularmente problamatica ha sido la clasificacién de los géneros
Xerobdella Fraunfeld, 1868, Diestecostoma Vaillant, 1890, Mesobdella R. Blanchard,
1893 y Nesophilaemon Nybelin, 1943 a nivel familia. Segiin Sawyer (1986), estos
pertenecen a la familia Haemadipsidae Blanchard, 1896 por presentar una
combinacién de caracteres morfologicos, conductuales y geograficos. Otros autores,
han sugerido que estos géneros deberian considerarse como familias independientes
(Xerobdellidae Moore, 1946, Diestecostomatidae Ringuelet, 1953, Mesobdellidae
Ringuelet, 1972 y Nesophilaemonidae Ringuelet, 1982 respectivamente) por su
separacién geografica, disposicidn de las manchas oculares y nefridios, asi como por la
ausencia de auriculas respiratorias (Borda et al, 2008).

El presente trabajo se centra en el estudio de las sanguijuelas terrestres del
género Diestecostoma, del cual se conocen cuatro especies: Diestecostoma mexicana
Baird, 1869; Diestecostoma magna Moore, 1945 y Diestecostoma octoannulata Moore,
1946 distribuidas en México y Diestecostoma trujillensis Ringuelet, 1976 de Peru. La
posicién filogenética del género Diestecostoma ha sido motivo de intensas discusiones
ya que sus miembros poseen caracteres morfoldgicos tinicos que no han permitido
relacionarlo ni diferenciarlo totalmente de otros grupos. Los andlisis filogenéticos
recientes con base en marcadores moleculares nucleares y mitocondriales son
concluyentes al sefialar que los miembros de la familia Haemadipsidae sensu Sawyer
1986, no conforman un grupo monofilético, dado que las especies del género
Haemadipsa, junto con Chtonobdella, Nesophilaemon skottsbergii, Idiobdella
seychellensis 'y Malagabdela fallax aparecen como un grupo independiente de

Mesobdella gemmata, Xerobdella lecomtei y Diestecostoma spp. Para el primer clado, se
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sugiere el nombre de Haemadipsidae sensu estricto, mientras que para el segundo, se
reestablece el nombre a nivel familia de Xerobdellidae para incluir a tanto a M.
gemmata, Xerobdella lecomtei y a las especies de Diestecostoma. En el presente estudio
se realiza el andlisis de la posicion del género Diestecostoma a la luz de nueva
evidencia utilizando un marcador mitocondrial (Citocromo C oxidasa o COI) y dos
nucleares (18S y 28S ribosomal RNA). Ademads, por primera vez se investigan las
relaciones filogenéticas de las especies del género y se sugiere la existencia de dos

especies ain no descritas.

1. INTRODUCCION
L.I Métodos de inferencia filogenética

Los andlisis filogenéticos permiten inferir las relaciones genealdgicas o la historia
evolutiva de un grupo de organismos las cuales se representan en darboles
filogenéticos. Los métodos de inferencia filogenética tradicionalmente se basan en el
principio de parsimonia, sin embargo de manera alternativa se han desarrollado
métodos probabilisticos que incluyen la Maxima Verosimilitud (ML por sus siglas en
inglés) e Inferencia Bayesiana (Baum, 2013; Morrone, 2013).

A. Andlisis de parsimonia

En 1966 Henning publicé el primer método formal de inferencia filogenética llamado
argumentaciéon Hennigiana y que considera la informacién proporcionada por los
caracteres, asi como la construcciéon de un arbol por caracter y posteriormente su
fusion en uno solo que implique el menor nimero de cambios (Baum, 2013;
Limpscobm, 1998; Morrone, 2013). El criterio de optimalidad ayuda en la toma de
decisiones sobre cudles son los mejores y los peores arboles resultantes. Bajo el
criterio de parsimonia el mejor arbol es aquél que explica la mayoria de los caracteres
observados como homologia reduciendo la homoplasia al minimo, esto es, el que
involucra el menor nimero de cambios en el estado de caracter en un arbol
determinado. El calculo de longitud de los arboles se realiza por medio de software
que examina una muestra amplia de las posibles soluciones mediante una busqueda
heuristica (Baum, 2013; Morrone, 2013).

B. Maxima verosimilitud



La verosimilitud hace referencia a la probabilidad de elegir una hipétesis que
mejor interprete los datos bajo un modelo de sustitucién especifico (Schimidt &
Haeseler, 2009). Con base en esto ultimo se asume que las secuencias genéticas
evolucionan a partir de un arbol especifico y las posibles hipétesis filogenéticas
conforman diferentes topologias del arbol, longitud de las ramas y criterios de
evolucion de secuencias como las tasas de trasicion/transversion, de sustitucion o
frecuencias de bases. A cada uno de estos aspectos se les asigna un valor que los
permite codificar para tratarlos en un software y de ésta manera maximizar los

posibles resultados (Morrone, 2013).

LII Generalidades de Hirudinea

Las sanguijuelas pertenecen al phylum Annelida Lamarck, 1809 que
comprende principalmente gusanos segmentados, de los cuales se han descrito més
de 22 000 especies principalmente marinas (Aguado et al. 2014). Dentro del grupo se
incluyen organismos que habitan en agua dulce, marinos y terrestres (Brusca &
Brusca, 2003, 2016; Nielsen, 2012). Annelida tradicionalmente se divide en tres
clases: Polychaeta, Oligochaeta e Hirudinea, sin embargo, andlisis filogenéticos
recientes muestran que Oligochaeta y Polychaeta son parafiléticos ademas que dentro
de las filogenias de Annelida, grupos sin una segmentacién corporal evidente
aparecen anidados dentro del grupo, como los echiuridos, myzostomidos y
sibogldénidos (Aguado et al,, 2014; Oceguera-Figueroa et al., 2016; Vargas, 2014)

La organizacién corporal de la mayoria de las especies del phylum Annelida se
caracteriza por el metamerismo, el cual se refleja tanto en la morfologia externa como
en la interna, dando lugar a la repeticién de varias estructuras por segmento lo que se
conoce como “homologia serial”, siendo esta la condicidn presente en las sanguijuelas
(Brusca & Brusca 2003, 2016). En los analisis filogenéticos recientes (Oceguera-
Figueroa et al, 2016; Siddall et al,, 2001), consistentemente se ha recuperado un
grupo fuertemente sustentado que incluye Oligochaeta, Hirudinea, Branchiobdellida y
Acanthobdellida, todos ellos presentan una estructura glandular llamada clitelo,
relacionada con la secrecién de ootecas en la puesta de huevos y que le da nombre al

grupo: Clitellata Michaelsen, 1919.



Dentro de Clitelata se incluyen 4 grupos: Oligochaeta, Hirudinea,
Branchiobdellida y Acanthobdellida. Dentro de Hirudinea se incluyen las sanguijuelas
o también llamadas “sanguijuelas verdaderas” sensu Sawyer, 1986. Las sanguijuelas
son organismos hermafroditas con fecundacién cruzada que se caracterizan por tener
un cuerpo aplanado o ligeramente aplanado dorsoventralmente, por la ausencia de
quetas y paradopodos y por tener un celoma reducido dispuesto en canales
interconectados, ademas por la presencia constante de 34 somitos corporales con
diferentes patrones de anillacién superficial; ademas el extremo anterior y posterior
se encuentran modificados y forman ventosas cuya funcion principal es la locomocién
y fijaciéon. El ciclo de vida de las sanguijuelas es directo, es decir que no presentan
estados larvarios. Los huevos son depositados en el sustrato en ootecas o bien
algunas especies poseen cierto grado de cuidado parental, principalmente de la
familia Glossiphoniidae en las que las crias permanecen adheridas en su region
ventral por varios dias y son protegidas y alimentadas (Kutschera et al, 2007;
Sawyer, 1986).

Se conocen mas de 680 especies de hirudineos distribuidas en todos los
continentes con excepcidn de la Antdartica; la mayoria de las sanguijuelas habitan agua
dulce, algunas son marinas y sélo unas cuantas anfibias y terrestres (Sket & Trontelj,
2008). Las sanguijuelas pueden ser ectoparasitas (parcial o completamente),
depredadoras, detritivoras o carrofieras (Sawyer, 1986). La subclase Hirudinea se ha
subdividido de acuerdo a la presencia o ausencia de una proboscis protusible en dos
grupos: Rhynchobdellida Blanchard, 1894 y Arhyncobdellida Blanchard, 1894
respectivamente (Sawyer, 1986). El primer grupo incluye especies con una proboscis
protusible y agrupa a los piscicdlidos, ozobranquidos y glosifénidos. Los
Arynchobdellida carecen de proboscis y algunas especies tienen mandibulas o bien
una faringe larga y muscular. Las especies de Arhynchobdellida se han clasificado en
dos subdrdenes: Erpobdelliformes Caballero, 1952 que comprenden especies
depredadoras y los Hirudiniformes Caballero, 1952 que incluyen tanto especies
parasitas de vertebrados como especies depredadoras de invertebrados (Barnes,
1969; Brusca & Brusca, 2003; Fernandez & Rivas, 2010; Oceguera- Figueroa et al,,
2005; Sawyer, 1986; Sket & Trontelj, 2008).



En general se reconocen tres formas de alimentacién en sanguijuelas; los
Rhynchobdellida, provistos con una proboscis son capaces de atravesar la piel de sus
presas para succionar fluidos corporales y tejidos de invertebrados, esta estrategia se
denomina liquidosomatofagia. La hematofagia, o ingesta de sangre de vertebrados es
realizada tanto por especies provistas de una proboscis como por especies con
mandibulas. La tercer estrategia es la macrofagia, en la cual algunas especies de
sanguijuelas ingieren completamente a sus presas y solo especies de
Arhynchobdellida presentan este tipo de alimentacion (Sawyer, 1986).

Existe cierta correlacidn filogenética con los tipos de alimentacion, sin embargo
es claro que estas estrategias han cambiado multiples veces en la historia evolutiva

del grupo Figura 1. (Sket & Trontelj, 2008).

Figura 1. Diversidad de los grupos de hirudineos con relacién a sus habitos
alimenticios; depredadores (barra vertical blanca) y parasitos (barra vertical negra)
asi como sus habitats: marino (olas), terrestre (ladrillos) y agua dulce (tridngulos

blancos). Tomado de Sket & Trontelj 2008.

El tamafo corporal de los hirudineos varia desde unos cuantos milimetros

como algunas especies del género Helobdella, hasta unos 20 centimetros en



Americobdella valdiviana que junto con Haementeria ghiliani y Megaliobdella szidati
son las especies de hirudineos mas grandes (Sawyer, 1986).

El cuerpo de los hirudineos se divide en cinco regiones aunque en la mayoria
de las especies esta divisién no es muy clara. Las sanguijuelas presentan 34 somitos,
los cuales se nombran empleando nimeros romanos (I-XXXIV): region anterior que
incluye la boca y las manchas oculares (I-V), la regiéon preclitelar (VI-VIII), regiéon
clitelar (cuya estructura se muestra inicamente durante el periodo de apareamiento y
abarca los somitos IX-XI), regién posclitelar (XII-XXVII) y region posterior (XXVIII-
XXXIV). Cada somito a su vez se divide de manera superficial en anillos primarios,
secundarios, terciarios o cuaternarios para los cuales se les asigna las letras a, b, co d
a lado de nimeros arabigos de acuerdo al cédigo de anillaciéon propuesto por Moore,

1898 Figura 2 ay b (Boris & Trontelj, 2008; Sawyer, 1986; Vargas, 2014).
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Figura 2a. Esquematizacién de los somitos sefialados con nimeros romanos y de los

anillos superficiales detallados con niimeros arabigos, Brusca (2003).
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Figura 2b. Nomenclatura en el c6digo de anillacién de las subdivisiones los primeros

tres anillos primarios del cuerpo de las sanguijuelas, Sawyer 1986.

LIII Usos y aplicaciones de las sanguijuelas

El uso de las sanguijuelas por los humanos se conoce desde hace por lo menos
dos siglos, siendo consideradas anteriormente como una panacea para atender
multiples enfermedades humanas. La sanguijuela Hirudo  medicinalis,
tradicionalmente conocida como sanguijuela medicinal europea es el hirudineo
hematéfago mas conocido y estudiado de todas las especies (Trontelj & Utevsky,
2005; Vargas, 2014). El empleo de éstos animales se ha dirigido en las tltimas décadas
al tratamiento de hematomas; sin embargo estudios avanzados en el area médica
tienen como objeto de estudio multiples sustancias con propiedades analgésicas,
vasodilatadoras, anticoagulantes y antiinflamatorias presentes en su saliva (Conniff,

1987; Sohn et al,, 2001; Whitaker et al., 2004). Recientemente el uso de los hirudineos



también forma parte de tratamientos postoperatorios para el restablecimiento de la
circulacién sanguinea; los ejemplares utilizados se crian con fines médicos en granjas
especializadas en su reproduccién y conservacién. El numero de individuos
comercializados en la actualidad no se compara con los millones de sanguijuelas
utilizadas en toda Europa, siendo Rusia uno de los principales exportadores y Francia
uno de los principales consumidores durante siglo XIX. Esta situacién llev6 a la
inclusién de las sanguijuelas medicinales en la lista de especies en peligro de extincion
en al menos 15 paises europeos (Borda & Siddall, 2004; Elliott & Tullett 1984; Herter,
1937; Pilcher, 2004; Sket & Trontelj, 2008; Voskresenky, 1859).

Es importante mencionar que la H. medicinalis es la Gnica especie oficialmente
reconocida como medicinal; sin embargo se ha registrado la comercializacién de
Hirudo verbana, Hirudo orientalis, Haementeria officinalis, Placobdella costata y
algunas especies del género Hirudinaria con fines médicos, lo que ha llevado a la
sobreexplotacién y translocacién de sus poblaciones (Sket & Trontelj, 2008).

El uso y la importancia de los hirudineos se han restringido basicamente en el
area médica, sin embargo el conocimiento sobre estos animales ha sido base para
estudios neurofisiolégicos y de biologia del desarrollo; ademas que ha logrado
conducir el uso de los hirudineos en diversas areas ecoldgicas donde se emplean como
organismos indicadores de la quimica del agua, presencia/ausencia de fauna y como

agentes transportadores de suelo (Trontelj & Utevsky, 2005; Vargas, 2014).

LIV Sanguijuelas terrestres

Arhyncobdellida incluye a los Hirudiniformes, los cuales tradicionalmente se
han dividido en las familias Americobdellidae Caballero 1956, Cylicobdellidae
Ringuelet 1972, Haemopidae Richardson 1969, Hirudinidae Whitman 1886 y
Haemadipsidae Blachard 1893, las primeras tres familias incluyen especies carnivoras
y las ultimas dos, especies hematéfagas las cuales son semiacuaticas y terrestres
respectivamente (Sawyer, 1986).

Las especies de Hirudiniformes habitan practicamente en todas las masas
continentales y algunas de las familias son endémicas en determinadas regiones como

Cylicobdellidae en Sudamérica, Americobdellidae en Chile y Haemadipsidae en el
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Indo-Pacifico (Borda et al.,, 2008). Esta dltima con multiples origenes de acuerdo a
Trontelj et al. 1999 y Borda & Siddall 2004 que se agrupan en dos clados uno en la
region del Indo-Pacifico y otro que incluye especies de Europa y el Nuevo Mundo
como Xerobdella lecomtei y Mesobdella gemmata. La presencia de una auricula
respiratoria caracteriza al grupo del Indo-Pacifico misma que se muestra ausente en
las especies fuera de esa region, por lo que Borda et al, 2008 en su trabajo
propusieron restablecer y elevar a nivel de familia a la Subfamilia Xerobdellinae
Moore, 1946.

Las sanguijuelas terrestres se limitan a ambientes himedos como bosques a
grandes altitudes en la region del Indo-Pacifico y tradicionalmente se les incluye
dentro de la familia Haemadipsidae sensu Sawyer 1986, cuyos miembros se
caracterizan por tener habitos terrestres y hemato6fagos, cinco pares de manchas
oculares en forma de arco con el cuarto y quinto par separados por dos anillos
(Figura 3a), nefridios laterales en pares con el uUltimo par debajo de las auriculas

respiratorias (Figura 3b) (Borda et al.,, 2008).

Nesophilaemon skottsbergii Nesophilaemon skottsbergii

Figura 3. Esquemas de los caracteres diagndsticos de Hamadipsidae (a) Arco ocular;
(b) Nefridio lateral. a= anillo, es=manchas oculares, cs= ventosa cuadal, ra=auriculas

respitorias, n= nefrioporo, s= somita. Tomado de Borda et al. 2008.

Xerobdella lecomtei de Europa y Mesobdella gemmata de Chile son excepciones

geograficas en la distribucién del resto de las sanguijuelas terrestres, ademas de que
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presentan ligeros cambios en su morfologia diagndstica como el arreglo de las
manchas oculares, la posicion ventral de los nefridios y la ausencia de auriculas
respiratorias (Borda et al., 2008).

Los trabajos de Trontelj et al 1999 y Borda & Siddall 2004 demuestran que las
especies de sanguijuelas terrestres europeas y chilenas no se encuentran
cercanamente relacionadas con el resto de las clados que conforman a la familia
Haemadipsidae. Borda et al. 2008 realiz6 un anadlisis filogenético con diversas especies
de los diferentes géneros de Haemadipsidae ampliando la muestra de hirudineos
terrestres que habitan fuera del Indo-Pacifico, llegando a la misma conclusién de
trabajos previos (Borda & Siddall 2004; Trontelj et al. 1999) en donde se excluyen a
los géneros Xerobdella y Mesobdella de la familia Haemadipsidae agrupandolos con el
género Diestecostoma constituyendo la familia Xerobdellidae, con wuna clara
diferenciaciéon morfolégica en sus sistemas reproductores Figura 4 (Borda et al,

2008).

X1
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Mesobdella gemmata Xerobdella lecomtei XV

Diestecostoma mexicana

ov_}

Figura 4. Diferencias morfolégicas de sistema reproductor de los géneros Mesobdella

(a), Xerobdella (b) y Diestecostoma (c) obtenidas de Borda et al.,, 2008.
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En cuanto a los habitos alimenticios de las especies de Mesobdella y
Diestecostoma son reconocidos como sanguivoros, al igual que los Haemadipsa, sin
embargo esto no ha sido comprobado en el caso de las especies de Diestecostoma
reportadas por Caballero 1940 en donde se sugiere que podrian alimentarse de
salamandras y oligoquetos mientras que Xerobdella y Cylicobdella son consideradas
como depredadoras (Sket & Trontelj, 2008).

El origen de las sanguijuelas terrestres se basa en hipd4tesis paleogeograficas de
la region del Indo-Pacifico (Moore 1924; Richardson 1975; Whitman 1886). Se piensa
que la evolucién de éstos organismos se dio a partir de una forma semiterrestre
hemato6faga de tres mandibulas del norte de la India durante el periodo Terciario y
que las aves son las responsables de su dispersion a lo largo del Indo-Pacifico (Moore,
1924), alternativamente se ha sugerido que pudieron originarse a partir de un
organismo de dos mandibulas dentro de la masa continental antes de que se
diferenciara el area de Nueva Guinea y las islas adjuntas de Papua y Oceania
(Richardson, 1975) esto podria asociarse con una distribucién tardia en Godwana
(Figura 5). Mas recientemente se ha propuesto que estos organismos se dispersaron
por medio de un ancestro de tres mandibulas dentro de la regién asiatica a través de

la India (Borda et al., 2008).

HAEMADIPSIDAE

Idiobdella

p Haemadipsa™
Malagabdella S e

Chténobdella

GONDWANAN?
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Figura 5. Borda et al. 2008 esquematiza la relacién de las hipdtesis filogenéticas con

la biogeografia de Hemadipsidae.

1.V Sanguijuelas de México

En México, el primer registro de hirudineos fue en el afio 1831 por Wagler,
quien describid a Liostoma coccineum (probablemente Haementeria officinalis de Filipi
1849). En afios posteriores se realizaron trabajos aislados, sin embargo fue el Dr.
Eduardo Caballero y Caballero quién estudid el grupo intensivamente y publicé 22
articulos, siendo los trabajos de 1956 y 1959 de los mas relevantes ya que en ellos
abordo la taxonomia y la nomenclatura del grupo. Ringuelet 1981 public6 una clave
taxondmica de especies mexicanas y Sawyer 1986 publicé 3 tomos en donde aborda
diversos temas como taxonomia, embriologia, ecologia, fisiologia y biogeografia de las
sanguijuelas y, donde ademds reconoce a México como una regién biogeografica
autéonoma debido a las peculiaridad de su fauna (Oceguera-Figueroa & Ledn-
Reégagnon, 2014).

El estudio del grupo quedd interrumpido por varios afios hasta el 2005, a partir
del cual se han publicado trabajos sobre el grupo (ver Oceguera-Figueroa & Ledn-
Régagnon, 2014). A la fecha se han registrado 32 especies de hirudineos en el pais, de
las cuales 22 se consideran endémicas o bien, de distribucién restringida en México y
Centro América. Ademas se reconoce que del total de especies de sanguijuelas
conocidas en el mundo, México tiene alrededor del 4.5% del total (Stek & Trontelj,
2008), y se reconoce a Limnodbdella y a la mayoria de las especies de Diestecostoma

como formas endémicas del pais (Oceguera-Figueroa & Le6n-Régagnon, 2014).

LVI Generalidades del género Diestecostoma

A la fecha se han descrito cuatro especies del género Diestecostoma, tres de las
cuales se distribuyen en México (D. mexicana de Baird 1869, D. octoanulata de Moore
1964 y D. magna de Moore 1945) y una cuarta especie en Peru (D. trijullensis de
Ringuelet 1976). El nombre Diestecostoma fue propuesto por Vaillant 1890 como
reemplazo al nombre del género Heterobdella, el cual habia sido utilizado previamente

para un grupo de trematodos, siendo Diestecostoma mexicana la especie tipo. En
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México Caballero 1940 describié Hygrobdella pelaezi con ejemplares del Desierto de
los Leones en la Ciudad de México y El Pico de Orizaba en los limites de Puebla y
Veracruz. Moore 1946 considerd que esta especie se trataba de Heterobdella
mexicana descrita por Baird en 1869, 70 anos antes del redescubrimiento de
Caballero tiempo en el que ain no se habia afiadido mas conocimiento sobre esta
especie y consider6 que su nombre correcto era Diestecostoma mexicana (Moore,
1946).

La distribuciéon en México de las especies de Diestecostoma a la fecha incluyen
los estados de Cuidad de México, Estado de México, Oaxaca, Puebla y Veracruz
(Oceguera-Figueroa et al., 2015; Oceguera-Figueroa A. & Ledén-Regagnon, 2014). El
estudio del género Diestecostoma, a pesar considerarse un grupo parcialmente
endémico de México, ha sido poco estudiado y los trabajos del grupo se restringen a
tres registros y a su inclusiéon dentro de un estudio filogenético (Borda et al, 2008;
Oceguera-Figueroa A. & Ledn-Régagnon, 2014). En estudios filogenéticos ha sido
escasamente representando con solo tres especies y el establecimiento de su posicién
filogenética es crucial para esclarecer las relaciones filogenéticas de las sanguijuelas
terrestres (Trontelj et al, 1999; Borda & Siddall, 2004; Borda et al 2008).

En los ultimos afios el uso de herramientas que incluyen el analisis de
secuencias de DNA permiten una mejor caracterizacion de los hirudineos para lograr
un mejor entendimiento de las relaciones filogenéticas de los diversos grupos, sin
embargo quedan adn taxones escasamente representados en las filogenias, como es el

caso de las especies de Diestecostoma, las cuales son estudiadas en el presente trabajo.

II. OBJETIVO
Investigar las relaciones filogenéticas de las especies del género Diestecostoma
con base en caracteres moleculares asi como evaluar la validez de las especies

mexicanas.
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IIl. METODOLOGIA
I1L.I Recolecta de ejemplares

Se recolectaron ejemplares de Diestecostoma en cuatro estados de la Republica
Mexicana: Cuidad de México, Chiapas, Morelos y Veracruz cuyas localidades y
coordenadas se muestran en la Tabla 1 y mapa 1. Los ejemplares se encontraron
debajo de piedras y troncos en putrefacciéon en zonas himedas y por lo general, cerca
de cuerpos de agua. Los ejemplares recolectados y colocados en envases de plastico
con un poco de sustrato (trozos de madera y tierra) para ser transportados vivos al

laboratorio.

Mapa 1. Mapa en el que se muestran los sitios de recolecta de las especies

de Diestecostoma en 10 sitios (triangulos).
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Estado Localidad de colecta Coordenadas
Morelos Lagunas de Zempoala -
Ciudad de México Desierto de los Leones ~ 19°15.824'N;

99°19.707'W
Sn. Nicolas Totolapan, 19°14'41.9"N;
Ajusco 99°15'34.9"W
Chiapas Custepec, Cerro 15°43'20.1"N;
Quetzal 92°56'36.4"W
Custepec, Cerro 15°43'15.9"N;
Quetzal 92°56'21.5"W
Jaltenango 15°39'15.2"N;
92°49'29.8"W
Tacana
Veracruz El Llanillo 19°33'15.5"N;
97°6'39.1"W
Los Tuxtlas 18°35'08.1"N;
95°04'38.1"W
Cruz Blanca, Villa 19°39'44.5"N;
Aldama 97°10'29.5"W

Tabla 1. Localidades de recolecta

En el laboratorio los ejemplares se narcotizaron mediante la aplicacién gradual
de alcohol al 96% hasta que quedaron completamente inmdviles. Posteriormente con
ayuda de un pincel se extendieron y conservaron alcohol al 96% en frascos de vidrio

para su posterior andlisis morfolégico.
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Los ejemplares recolectados por colaboradores no siguieron el proceso de
narcotizacion normalmente empleado para los hirudineos y se conservaron
directamente en alcohol 96%. El material empleado para la obtencién de secuencias

de DNA se conservd en alcohol al 96% a 4°C hasta su procesamiento. .

IILI1 Analisis morfoldgico

Los ejemplares se observaron bajo el microscopio de diseccidn con el fin de
estudiar los caracteres morfolégicos diagnosticos de las especies del grupo, como el
numero de anillos entre gonoporos, nimero de anillos por somito y disposicion de
manchas oculares. La asignacién taxondmica se realiz6 mediante el uso de claves
taxonomicas especializadas y descripciones originales (Caballero, 1940; Moore, 1946;
Ringuelet, 1981; Sawyer, 1986). Posteriormente se obtuvieron fotografias de las
regiones dorsal y ventral de cada uno de los ejemplares con una Nikon COOLPIX L810.

Todos los ejemplares se depositaron en la Coleccién de Invertebrados, del
Instituto de Biologia, UNAM con los ntimeros de catadlogo CIN 11- CIN 20 de dicha
coleccioén.

HLIIT Anélisis molecular

El andlisis genético de los ejemplares comprendié tres fases: 1) extraccion,
amplificaciéon y secuenciacion de DNA, 2) edicidon y alineamiento de secuencias de
DNA y 3) andlisis filogenéticos.

1. Extraccion y amplificacién de DNA

Se tomaron muestras de tejido de la ventosa posterior de las sanguijuelas para
la extraccién de DNA, este tejido es seleccionado ya que se minimiza la posibilidad de
contaminar la muestra con DNA del contenido gastrico de la sanguijuela. Las muestras
se purificaron de acuerdo al protocolo Wizard Genomic DNA Purification Kit de
Promega (Anexo 1) y al protocolo DNeasy Blood & Tissue Kit de QIAGEN (Anexo 2).

Con las muestras de DNA purificadas de cada ejemplar se procedié a la
amplificaron del gen mitocondrial COI y dos marcadores nucleares 18s y 28s,
mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando los primers que se

muestran en la Tabla 2. Los protocolos de amplificacién se encuentran en el Anexo 3.
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El trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Secuenciacién de la Biodiversidad y de

la Salud del Instituto de Biologia de la UNAM.

Gen Nombre Primer Referencia
col LCO GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer 1994
col HCO TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Folmer 1994
18S 18SA AACCTGGTTGATCCTGCCAGT Apakupakul, 1999
18S 18SB TGATCCTTCCGCAGGTTCACCT Apakupakul, 1999
18S 18SL CCAACTACGAGCTTTTTAACTG Apakupakul, 1999
18S 18SC CGGTAATTCCAGCTCCAATAG Apakupakul, 1999
18S 18SY CAGACAAATCGCTCCACCAAC Apakupakul, 1999
18S 18S0 AAGGGCACCACCAGGAGTGGAG Apakupakul, 1999
28S 28SA GACCCGTCTTGAAGCACG Whiting, 2002
28S 28SBout CCCACAGCGCCAGTTCTGCTTACC Prendini et al., 2005

Tabla 2. Lista de primer utilizados para amplificar los marcadores moleculares (CO],

18S Y 28S) por PCR.

2. Edicién y alineamiento de secuencias.

Las secuencias de DNA se editaron en el programa de computo Geneinus 5.17
(Kearse et al, 2012) eliminando las ambigiiedades y errores de lectura del
secuenciador. Cada una de las secuencias fue comparada con las secuencias
disponibles en la base de datos de National Institute of Health (GenBank:
http://www.cnbi.nlm.nih.gov/genbank) mediante la herramienta de BLAST (Alstchul
etal., 1990) con el fin de descartar posibles contaminaciones

Las secuencias generadas en este trabajo se analizaron en conjunto con
secuencias previamente publicadas (Borda et al., 2008; Borda & Siddall, 2010; Phillips
et al, 2010; Wirchansky & Shain, 2010) y disponibles en GenBank (Tabla 3). Se
generaron tres matrices (una por gen o particiéon). Cada particién fue alineada en
MAFFT version 7 (Katoh, 2013) por medio del servidor en linea

(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/), con los parametros asignados por default,
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esto incluyo al grupo externo (Americobdella valdiviana) que fue elegido con base en
trabajos previos (Borda et al., 2008; Phillpis, 2009).

Posteriormente las tres matrices se concatenaron usando el programa de
cémputo Mesquite 3.04 (Maddison & Madidson, 2015) generando una matriz final de
3014 caracteres alineados y 82 terminales (663 de COI; de 1823 18S y 528 de 28S). La
matriz final se optimiz6 en Gblocks Server 0.91b de Castresana 2002
(http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html) con el fin de mejorar
el alineamiento por medio de la eliminacién de regiones problemadticas para

posteriormente llevar a cabo los andlisis filogenéticos.

Taxén Numeros de acceso GenBANK
Ingroup
18S 28S CoI
Haemopis sanguisuga - AY425381 AF462021
Haemopis caeca - AY425376 AY040702
Haemopis kingi AY425466 AY425378 AY425448
Haemopis marmorata - AY425380 AF003270
Haemopis lateromaculata - AY425379 AF116028
Philaemon grandis AY425465 AY425377 AY425447
Haemopis terrestris 1 AY786465 EU100080 EU100092
Haemoypis terrestres 2 - EU100080.1 AY786459.1
Haemopis terrestres 3 - FJ897505 FJ897514
Haemopis marmorata - F]897504 FJ897515
Haemopis ottorum 1 - FJ897511 FJ897510
Haemopis ottorum 2 - FJ897506 FJ897512
Haemopis ottorum 3 - - FJ897513
Patagoniobdella fraterna AY425477 AY425405 AY425459
Semiscolex similis AY425475 AY425402 AY425457
Oxyptychus brasiliensis AY425473 AY425398 AY425455
Philobdella floridana DQ097210 DQ097201 DQ097219
Philobdella gracilis DQ097209 DQ097200 DQ097218
Macrobdella ditetra AY425471 AY425391 AY425453
Macrobdella decora 1 - EU100082 EU100095
Macobdella decora 2 AF116007 AY425390 AF003271
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Tyrannobdella rex
Pintobdella chiapasensis
Myxobdella annandalei
Dinobdella ferox
Limnobdella mexicana 1
Limnobdella mexicana 2
Limnatis cf. Nilotica
Limnatis nilotica
Limnatis paluda 1
Haemadipsa japdnica
Haemadipsa agilis
Haemadipsa ornata
Tritetrabdella taiwana
Haemadipsa picta
Chtonobdella whitmani 1
Chtonobdella whitmani 2
Chtonobdella bilineata 1
Chtonobdella bilineata 2
Domanibdella palmyrae
Planobdellan n. sp.
Neoterrabdella australensis
Phytobdella meyeri
Philaemon grandis
Philaemon pungens
Leiobdella sp.
Malagabdella vagans
Idiobdella seychellensis
Nesophilaemon skottsbergii 1
Nesophilaemon skottsbergii 2
Cylicobdella coccinea
Diestecostoma magna
Diestecostoma mexicana
Diestecostoma trujillensis
Haemadipsa interrupta
Haemadipsa sumatrana

Haemadipsa sylvestris

GU394009
GU394008
GU394007
GU394006
GQ368798
GQ368799
GQ368795
AY425470
GQ368796
HQ203094
HQ203104
HQ203101
HQ203100
EU100065
HQ203087
AF116006
HQ203083
HQ203082
HQ203114
HQ203086
HQ207189
HQ203113
HQ203085
HQ203115
HQ203109
EU100070
EU100072
AY425462
EU100067
EU100068
EU100066
EU100069
AY425464
AF116005

GU394013
GU394012
GU394011
GU394010
GQ368777
GQ368778
GQ368774
AY425389
GQ368775
HQ203132
HQ203142
HQ203139
HQ203156
HQ203138
EU100074
HQ203124
AY425361
HQ203120
HQ203119
HQ203152
HQ203123
HQ207190
HQ203151
HQ203122
HQ203153
HQ203147
EU100081
EU100085
AY425362
EU100076
EU100077
EU100075
EU100078
AY425372
AY425373

GU394016
GU394015

GQ368756
GQ368757
GQ368754
AY425452
HQ203171
HQ203181
HQ203178
HQ203195
HQ203177
EU100087
HQ203163
AF003267
HQ203159
HQ203158
HQ203191
HQ203162
HQ207188
HQ203190
HQ203161
HQ203192
HQ203186
EU100094
EU100098
AY425444
EU100088
EU100089
EU100090
EU100091
AY425446
AF003266
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Malagabdella fallax EU100071 EU100083 EU100096

Mesobdella gemmata AY425472 EU100084 EU100097

Xerobdella lecomtei AF099947 EU100086 EU100099

Aliolimnatis michaelseni AF116010 AY425388 AF116029

Hirudo medicinalis AY786464 EU100079 EU100093
Outgroup

Americobdella valdiviana AY425461 EU100073 AY425443

Tabla 3. Taxones utilizados en los analisis filogenéticos y sus c6digos de acceso en

GenBank.

3. Analisis filogenético

Se realiz6 un andlisis de Parsimonia en el programa TNT (Goloboff et al, 2008)
mediante una primera busqueda tradicional cuyos arboles resultantes fueron
empleados como arboles de inicio para una bisqueda de nueva tecnologia, utilizando
100 réplicas para la adicién de taxones al azar y el algoritmo TBR. Se obtuvo
posteriormente el arbol de consenso estricto y se calcularon los valores de Jacknife en
el mismo programa.

Adicionalmente se analizé la matriz en busca de un modelo de sustitucién
molecular que mejor explicara los datos en jModelTest 2.1.6 (Posada, 2008) y para el
cual se obtuvo el modelo GTR+I+G para la matriz concatenada con la cual se realiz6 un
analisis de Maxima Verosimilitud en el programa raxML (Stamatakis, 2006) en donde

se hicieron 50 corridas con 500 réplicas para booststrap.

IV. RESULTADOS
IV.I Morfologia

En total se revisaron 18 ejemplares de los estados de Morelos, Cuidad de
México, Chiapas y Veracruz provenientes de 10 localidades. Cada ejemplar fue

identificado empleando literatura especializada Tabla 4.
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Estado Localidad Individuos Especie

colectados
p/ estado
Morelos Lagunas de Zempoala 1 D. mexicana
Ciudad de México Desierto de los leones. 3 D. mexicana
Sn. Nicolas, Totoloapan Ajusco 1 D. mexicana
Chiapas Custepec, Cerro 7 Diestecostoma sp.2
Quetzal]altenagoTacana 2 Diestecostoma sp.2
1 D. octoannulata « [ Con formato: Espacio Después: 0 ]
pto
Veracruz El Llanillo 1 D. cf mexicana
Los Tuxtlas 1 Diestecostoma sp.1
Cruz Blanca, Villa Aldama 1 D. cf mexicana

Tabla 4. Recolecta de individuos por localidad y estado.

Los ejemplares estudiados se describen brevemente a continuacién, incluyendo

medidas y caracteristicas morfoldgicas diagndsticas que se resumen en la Tabla 5.

21



Figura 6. Diestecostoma mexicana, vista dorsal (A) y ventral (B). Los nimeros

indican las localidades.

Cinco ejemplares con un promedio de 6.04 cm de longitud y 0.54 cm de ancho.
Somito completo de 10 anillos. Gonoporos separados por 19 anillos. Estos caracteres
son congruentes con los descritos para Diestecostoma mexicana de Baird, 1869.
Localidad: Lagunas de Zempoala en el estado de Morelos (1); Desierto de los Leones

(2, 3,4) y San Nicolas Totolapan, Ajusco (5) de la Cuidad de México.
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Figura 7. Diestecostoma cf. Mexicana, vista dorsal (A) y vista ventral (B). Los

numeros 1y 2 definen la localidad de colecta.

Dos individuos con un promedio de 3.2 cm de longitud y 0.4 cm de ancho.
Somito completo 10 anillado. Gonoporos separados por 17 anillos. Estos caracteres
corresponden con los descritos para Diestecostoma mexicana, sin embargo el nimero
de anillos es menor, por lo que en este estudio se les reconoce como Diestecostoma cf.
mexicana a estos dos individuos.

Localidad: El Llanillo (1) y Cruz Blanca, Villa Aldama (2) del estado de Veracruz.

Figura 8. Diestecostoma octoannulata, vista dorsal (A) y vista ventral (B).

Un individuo de con 3.8 cm de longitud y 0.3 cm de ancho. Somito completo 8 anillado.
Gonoporos separados por 16 anillos. Caracteristicas que corresponden a la

descripcion de la especie Diestecostoma octoannulata de Moore, 1946.
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Localidad: Volcan de Tacana, Chiapas

Y ‘ = tmal

Figura 9. Diestecostoma sp. 1, vista dorsal (A) y vista ventral (B).

Un ejemplar con una longitud de 2.9 cm y 0.4 cm de ancho. Somito completo 5
anillado. Separaciéon de 10 anillos entre los gonoporos. Estas caracteristicas no
corresponden a ninguna de las especies descritas, para este estudio a este ejemplar se
le reconoce como Diestecostoma sp. 1.

Localidad: Los Tuxtlas, Veracruz.
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Figura 10.Diestecostoma sp. 2, vista dorsal (a) y vista ventral (B). Abajo se enumeran

las localidades correspondientes a cada individuo.

Nueve individuos con 4.3 cm de promedio de longitud y 0.28 cm de ancho. Somito

completo 10 anillado. Gonoporos separados por 18 anillos. Estas caracteristicas no
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corresponden a ninguna de las cuatro especies conocidas por lo que en este estudio a

los 9 ejemplares se les nombra Diestecostoma sp. 2.

Localidad: Custepec, Cerro Quetzal (1, 2, 5, 6, 7, 8 ,9) y Jaltenango (3, 4) de Chiapas.

Localidad Individuo Longitud Ancho Anillos por Anillos entre
somito gonoporos
completo

Lagunas de 1 6.6 0.5 10 19

Zempoala

Desierto de 1 53 0.6 10 19

los Leones 2 5.8 0.6 10 19
3 5.9 0.6 10 19

Sn.  Nicolas 1 6.6 0.4 10 19

Totolapan,

Ajusco

Custepec, 1 4.2 0.3 10 18

Cerro Quetzal 2 3.1 0.2 10 18
3 3.7 0.2 10 18
4 4 0.3 10 18
5 4.4 0.3 10 18
6 4 0.4 10 18
7 4.5 0.3 10 18

Jaltenango 1 6 0.4 10 18

5.6 0.2 10 18

Tacana 1 3.8 0.3 8 16

El Llanillo 1 4.3 0.6 10 17

Los Tuxtlas 1 2.9 0.4 5 10

Cruz Blanca, 1 2.1 0.2 10 17

Villa Aldama

Tabla 5. Analisis morfolégico
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IV.II Molecular

1. Analisis de Parsimonia

El andlisis de parsimonia recuperé 5 arboles mas parsimoniosos de 4738
pasos, con Indice de consistencia (CI) de 0.319 e indice de retencién (RI) de 0.689. En
el arbol de consenso estricto se recupera como monofiléticas las siguientes familias:
Semiscolecidae, Praobdellidae, Hirudinidae, Haemopidae, Haemadipsidae y finalmente
Xerobdellidae. El resultado muestra similitudes con el trabajo de Phillps y Siddall,
2009, la Unica diferencia notable es la posicién de Oxyptychus braziliensis, a cual
aparece como hermana de los miembros de Semiscolesidae (Semiscolex y
Patagoniobdella) en el arbol obtenido en el presente trabajo, lo cual causa la parafilia
de la familia Macrobdellidae. La monofilia de la familia Xerobdellidae esti bien
soportada (Jacknife de 100), en donde Mesobdella gemmata aparece como grupo
hermano de Xerobdella lecomtei y del género Diestecostoma.

La monofilia de las especies que conforman al género Diestecostoma también
se encuentra bien soportada (Jackknife de 100); sin embargo las relaciones entre los
terminales no se encuentra bien resuelta y los clados recuperados presentan valores

de soporte bajos.
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Disatecostoma octoannulata

sstecostoma of mexicana
Disstecostoma cf mexicana
Diastecos maxicana
Diestecostoma mexicana
Diestecostoma mexicana
Disstecostoma mexicana

sstecostoma mexicana
Disstecostoms mexicana
Disstecostoma sp.

Disstecoatoma sp2
Disstecostoma sp2

Figura 11. Arbol de consenso estricto de 5 arboles mas parsimoniosos con un valor de
Jacknife de 93 para la familia Xerobdellidae y de 100 para todas la especies del género

Diestecostoma.

2. El andlisis de Maxima Verosimilitud

En la Figura 17 se muestra el arbol resultado del andlisis de Maxima
Verosmilitud el cual resulté con un valores de likelihood >80. En general se recuperan
los mismos grupos que en el analisis de parsimonia previamente mostrado. Sin
embargo, al igual que en el trabajo de Phillips & Siddall, 2009, el andlisis de ML

recuper6 a Macrobdellidae como monofilético y como grupo hermano de
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Semiscolecidae. En cuanto a la familia Xerobdellidae, esta aparece como hermana de
un clado formado por los miembros de Haemopidae e Hirudinidae con valores de
soporte altos. Xerobdellidae (bootstrap de 98) incluye a Mesobdella gemmata como
hermana de Xerobdella lecomtei y el resto de las especies de Diestecostoma, este
dltimo género con un valor de soporte de bootstrap de 100. Las relaciones dentro del
género Diestecostoma, al igual que el andlisis de parsimonia, estdn pobremente

soportadas.
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Diestecostoma mexicana

a of mexicana
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Diestecosioma sp2
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100 Haemepis marmorsta 1
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Haemopis kingi
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Alilimnatis mic
Hinugia medicinalis
Malagabasila ve
Malsgbaela falo
Fhytobaeliz meyeri
— Idiobdeils seyohellensis
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Necophi e manchaeh shotisherg 1
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100 100; Fhilseman pungens
Erachasiia Philaeman grandis
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100
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1 Ouyplychus braziliensis
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Cy

valdiviana

n2

Figura 13. Arbol obtenido por medio de un anélisis de Maxima Versosimilitud con

valores de boostrap en los nodos.

29



V.DISCUSION
V.I Relacién intraespecifica mediante caracteres morfolégicos.

Las caracteristicas morfoldgicas que definen a la familia Xerobdellidae de
acuerdo al trabajo de Borda et al. 2008 son la ausencia de auriculas respiratorias y la
presencia de 17 pares de nefridioporos ventrales con el ultimo par reemplazado por
un poro medio ventral que se encuentra en la base de la ventosa posterior. Los
géneros Xerobdella, Mesobdella y Diestecostoma se diferencian entre si por el patrén
de anillacién de los somitos completos, con las especies del primer género 5 anillado,
el segundo 3 anillado y el tercero 10-12 anillado.

Con base en lo anterior y a las descripciones de las cuatro especies
pertenecientes al género Diestecostoma y a las caracteristicas de los ejemplares
estudiados en el presente trabajo, la anillacién del somito y el nimero de anillos que
separan a los gonoporos son los caracteres morfolégicos de mayor informacién para
determinar la especie.

En este trabajo se estudiaron 18 ejemplares recolectados los cuales se
diferenciaron morfolégicamente en cinco especies: Diestecostoma mexicana,
Diestecostoma cf. mexicana, Diestecostoma octoannulata, Diestecostoma sp.1 y
Diestecostoma sp.2. Los individuos de la especie Diestecostoma mexicana sefialadas
con cf. se les consideré como tal por la variacién en el nimero de anillos entre los
gonoporos que para éste caso fue de 17 anillos. Mientras que los ejemplares de la
especie Diestecostoma mexicana sensu estricto presentaron 19 anillos entre sus
gonoporos y ademdas un somito compuesto por 10 anillos de acuerdo a la descripcién
de Baird, 1869.

Los ejemplares nombrados como Diestecostoma sp.2 al igual que D. mexicana y
Diestecostoma cf. mexicana presentan un somito 10 anillado pero se diferencian de
estas dos especies por presentar 18 anillos entre los gonoporos. Ademas, se les
considera una especie independiente por su distribucion geografica, siendo del Estado
de Chiapas, mientras que los ejemplares de las especies Diestecostoma mexicana y
Diestecostoma cf. mexicana se recolectaron en localidades de los estados de Morelos,

Cuidad de México y Veracruz.
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El ejemplar perteneciente a Los Tuxtlas, Veracruz presenté una morfologia
Unica con un somito completo 5 anillado, lo cual nos llevaria a expandir la diagnosis
del género Diestecostoma la cual se basaba en la subdivisién del somito pentamero.
Esta caracteristica no habia sido registrada previamente y probablemente se trate de
una especie desconocida por lo que para este trabajo fue nombrado como
Diestecostoma sp.1.

En este trabajo también se determiné un ejemplar de la especie Diestecostoma
octoannulata recolectada en el sur del Estado de Chiapas, cerca de la localidad tipo de
esta especie en Guatemala. Esta especie no ha sido incluida dentro de los trabajos que

comprenden a las familias Haemadipsidae y Xerobdellidae.

V.II Relaciones filogenéticas.

Los andlisis de inferencia filogenética de Parsimonia y Maxima Verosimilitud
nos indican que el género Diestecostoma forma parte de la familia Xerobdellidae y que
es un grupo natural distinguible de los otros taxa que conforman a la familia y que
coinciden con los resultados de los trabajos de Borda et al., 2008, Borda & Siddall
2010 y Phillps & Siddall 2009.

Las cuatro especies conocidas que conforman el género Diestecostoma forman
un grupo monofilético, sin embargo dentro de los resultados de las relaciones entre
las especies del género, el resultado mas interesante nos muestra a Diestecostoma sp.1
de la region de los Tuxtlas, Veracruz como grupo hermano del resto las especies aqui
estudiadas, lo cual apoya la evidencia morfolégica en considerar a Diestecostoma sp. 1.
cEomo una especie nueva;. La posicidn filogenética de esta especie es interesante ya
que es la Unica del género con un somito completo de 5 anillos, un caracter
considerado como plesiomérfico para el grupo de los Arhynchobdellida. Esto significa
que la subdivision de los anillos dentro del género Diestecostoma esta restringida solo
a un subclado y que al_menos la especie hermana de todas las especies con anillos
subdivididos presenta el caracter plesiomérfico de somito 5 anillado..

Los ejemplares de Diestecostoma mexicana se encuentran bien sustentadas como

grupo monofilético que incluye especies de las localidades de la Cuidad de México
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(Desierto de los Leones y Ajusco), Morelos (Lagunas de Zempoala). Diestecostoma cf.

mexicana de Veracruz, aparece como grupo hermano de D. mexicana.

VI. CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias morfolégicas, geograficas y moleculares suficientes
para poder proponer la existencia de dos especies nuevas del género Diestecostoma en
México. Diestecostoma sp.1 de Los Tuxtlas, Veracruz y Diestecostoma sp.2 de tres
localidades en Chiapas.

Diestecostoma sp. 1 presenta el somito 5 anillado, caracter atipico de las
especies del género Diestecostoma, por lo cual es necesaria la redeficicion del género
que incluya la condicién de somito completo 5 anillado.

Se confirma la monofilia del género Diestecostoma al incluir las cuatro especies
descritas del grupo y dos formas mas. De igual forma, se confirma la inclusién del
género dentro de la familia Xerobdellidae todo esto obtenido mediante dos
aproximaciones filogenéticas y con valores de soporte altos.

Se generd la primera secuencia de la especie D. octoannulata de Moore 1964,
asi como el primer reporte posterior a su descripcion.

Se registran las siguientes nuevas localidades para las especies del género
Diestecostoma:

. Diestecostoma mexicana: Lagunas de Zempoala en el Estado de
Morelos y Sn. Nicolas Totoloapan, Ajusco en la Ciudad de México.
e Diestecostoma cf. mexicana: El Llanillo y Cruz Blanca, Villa Aldama
en el estado de Veracruz.
e Diestecostoma octoannulata: Tacana en el Estado de Chiapas.
e Diestecostoma sp.1: Los Tuxtlas en el Estado de Veracruz.
e Diestecostoma sp.2: Jaltenango y Custepec, Cerro Quetzal en el

estado de Chiapas.
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VIII. ANEXOS

VIILI Anexo 1

El protocolo de Wizard Genomic DNA Purification Kit de Promega se resume

en dos grandes que se muestran a continuacién.

a) Digestion de la solucion.

Solucidn de digestidn: Preparaciéon de una master mix con 200 pl de
solucion de lisis de nucleos, 50 pl de EDTA 0.5 M (pH 8), 20 pl de
proteinasa K a 20 mg/ ml y 5 p de soluciéon de RNasa A que da un
volumen de 275 pl (N+1) con N igual al total de muestras a trabajar.
Solucién de lavado de columnas (CWA): Afiadir 95% de etanol a la
botella de CWA de acuerdo a como se indica en la etiqueta. Etiquetar
la botella una vez que se le haya anadido el alcohol. Sellar

cuidadosamente el CWA y almacenar a temperatura ambiente.

b)  Preparacion y lisado de tejido.

Se corta una muestra de tejido de aproximadamente 0.5 cm para
cada ejemplar y se colocan en un tubo de centrifuga de 1.5 ml por
separado. .

Agregar 275 pl del master mix de la solucién de digestién a cada
tubo de muestra, asegurando que el tejido este cubierto totalmente
por la solucién de digestidon.

Incubar los tubos de la muestras toda la noche (16-18 horas) a 55° C
en el bloque de calor o a bafio marfa. No es necesario agitar los
tubos durante la digestion.

Anadir 250 pl del bufer de lisis a cada tubo. Mezclar en el vortex.
Procesa el tejido lisado lo mas pronto posible después de haber
afiadido el bufer de lisis. (el lisado debe permancer caliente). Si el
lisado no se procesa inmediatamente se puede mantener congelado
a -70°C. Sin embargo el lisadp congelado debe estar descongelado y

caliente a 55°C una hora antes de continuar con la purificacion.

c) Purificacibn de DNA gendémico a partir de lisados usando una

microcentrifuga.
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Preparar una minicolumna ensamblada para cada lisado. Cada

minicolumna ensamblada consiste en una minicoulmna y un tubo de

colecta. Etiquetar cada tubo de colecta y colocar la minicolumna

ensamblada en una rejilla para tubos de microcentrifuga.

Transferir por completo la muestra de lisado del tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml a una minicolumna ensamblada.

Colocar las minicolumnas ensambladas con las muestras del lisado
dentro de la microcentrifuga girar a 13 000 rpm durante 3 minutos
para retener el DNA gendmico en la minicolumna . Si queda algin
lisado retenido en la columna después de la primera etapa de giro,
volver a girar durante 1 minuto a 13 000 rpm.

Remover la minicolumna del ensamblaje y descartar el liquido de
del tubo de colecta. Colocar nuevamente la minicolumna en el tubo
de colecta.

Anadir 650 ul de CWA a cada minicolumna ensamblada.

Centrifugar a 13 000 rpm durante un minuto.

Descartar el liquido del tubo de colecta y colocar nuevamente la
minicolumna en el tubo de colecta vacio.

Repetir los tres pasos anteriores tres veces para obtener un total de
cuatro enjuagues de las minicolumnas.

Después del dltimo enjuague vaciar el tubo de colecta y volver a
montar la minicolumna de ensamble. Centrifugar a 13 000 rpm
durante 2 minutos para secar la matriz de unién.

Remover la minicolumna y colocar en un tubo nuevo de
microcentrifuga para elucién de 1.5 ml. Afadir a la minicolumna
250 pl de agua libre de nucleasa. Incubar por 2 minutos a
temperatura ambiente.

Colocar la minicolumna y el tubo de elucién ensamblados en la
centrifuga y girar a 13 000 rpm por 1 minuto.

Retirar la minicolumna y el tubo de elucién ensamblados de la

centrifuga y afiadir otros 250 pl de agua libre de nucleasa en la
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minicolumna e incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos
y después centrifugar a 13 000 rpm durante 1 minuto.

= Eltotal de la elucién debe ser aproximadamente de 500 pl.

= Remover la columna y conservar el tubo de elucién. Almacenar de -

20 a-70|C.

VIILII Anexo 2

El protocolo DNeasy Blood & Tissue Kit de QIAGEN consta de 8 pasos que se

presentan a continuacién:

a)

b)

d)

g)

h)

Tejido. Cortar las muestras de tejido en trozos pequefios, y colocar en un
tubo de microcentrifuga de 1.5 ml. Afadir 180 pl de buffer ATL. Afiadir 20
ul de proteinasa K, mezclar en el vortex e incubar a 56°C hastq ue estén
completamente lisados. Mezclar en el bortex antes de continuar con el
siguiente paso.

Afiadir 200 pl de Buffer AL. Mezclar completamente utilizando el vortex.
Afiadir 200 pl de etanol (96-100%). Mezclar completamente utilizando el
vortex.

Pipetear la mezcla dentro de una columna de giro de DNeasy Mini en un
tubo de colecta de 2 ml. Centrifugar a 8 000 rpm durante 1 minuto.
Desechar el liquido y el tubo de collecta.

Colocar la columan de giro en nuevo tubo de colecta de 2 ml. Afadir 500 pl
de Buffer AW1. Centrifugar por un minuto a 8 000 rpm. Desechar el liquido
y el tubo de colecta.

Colocar la columna de giro en un nuevo tubo de colecta de 2 ml, afiadir 500
pl de Buffer AW2, y centrifugar durante 3 minutos a 14 000 rpm. Desechar
el liquido y el tubo de colecta.

Trasferir la columna de giro a un tubo nuevo de microcentrifuga de 1.5 ml o
2 ml.

Diluir el DNA afiadiendo 50 pl de Buffer AE en el centro de la membrana de
la columna de giro. Incubar por un minuto a temperatura ambiente.

Centrifugar por un minuto a 8 000 rpm.
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VIILIII Anexo 3
A continuacién se muestra el protocolo a seguir para la Reaccién en Cadenada
de la Polimerasa (PCR).
PCR —>15ul PCR —>15ul PCR —>25 ul

H,O 9.85 H,O 9.25 H,O 14.96
10x Buffer 15 5X 3 5X 5
MgCl, 0.75 F 0.3 F 0.42
dNTPs 0.3 R 0.3 R 0.42
F 0.24 Taq 0.15 Taq 0.2

R 0.24 DNA 2 DNA 4
Tag 0.12

DNA 2

Para este trabajo se utilizaron tres programas de amplificacién para llevar a
cabo la reaccién de PCR, uno para cada fragmento de gen.
= La subunidad I del citocromo C oxidasa fue amplificada con un
calentamiento de 94°C (5 m), seguido de 35 ciclos de 94°C (45 s),
48-52°C (1 m), 70-72°C (45 s) y una extension final del 72°C (7 m).
= El fragmento 18s siguié un calentamiento de 95°C (5 m) seguido de
35 ciclos de 95°C (45s), 47-55°C (60 s), 72°C (45 s) y una extension
final de 72°C (7 m).
= El protocolo de amplificacién para el fragmento del 28S tiene un
calentamiento inicial de 94°C (5 m) seguido de 35 ciclos de 94°C (1
m), 50°C (30 s), 68-70°C (45 s) y una extension final de 72°C (7 m).
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