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Figura 1. Microfotografias de los adultos de Rhabdochona ictaluri capturadas
con microscopia optica (A-D) y microscopia electronica de barrido (E-H). A)
Porcién anterior del macho a 10x; B) porcion anterior de la hembra a 40x
mostrando los dientes basales; C) espicula derecha e izquierda del macho a
20x; D) huevos sin filamentos de la hembra a 40x; E) detalle del prostoma
mostrando seis dientes en la base del vestibulo; F) detalle de la regidén posterior
del macho mostrando el area rugosa; G); posicidon del deiridio en el primer tercio
del cuerpo; H) detalle del deiridio.

Figura 2. Microfotografias de los adultos de Rhabdochona kidderi capturadas
con microscopia optica (A-D) y microscopia electronica de barrido (E-H). A)
Porcidén anterior del macho a 10x; B) porcién anterior de la hembra a 40x; C)
espicula derecha e izquierda del macho a 20x; D) huevos sin filamentos de la
hembra a 40x; E) detalle del prostoma sin dientes en la base del vestibulo; F)
detalle de la region posterior del macho; G); posicion del deiridio en el primer
tercio del cuerpo; H) detalle del deiridio.

Figura 3. Agrupamiento de los machos de Rhabdochona ictaluriy R. kidderi en
el espacio morfométrico. Codigos de los vectores: BL= longitud del cuerpo,
MxBW= anchura maxima, VpPL= Longitud del vestibulo + el prostoma,
MEL=longitud del es6fago muscular, GEL= longitud del es6fago glandular, DNR=
posicion del anillo nervioso, LEL= longitud espicula izquierda, FL= longitud del
fuste, FP= porcentaje que representa el fuste, RSL=Longitud de la espicula

derecha, RBSL=radio entre las espiculas, CL= largo de la cauda.



Figura 4. Agrupamiento de las hembras de Rhabdochona ictaluriy R. kidderi en
el espacio morfométrico. Codigos de los vectores: BL= longitud del cuerpo,
MxBW= anchura maxima, VpPL= Longitud del vestibulo + el prostoma,
MEL=longitud del es6fago muscular, GEL= longitud del es6fago glandular, DNR=
posicion del anillo nervioso, DV= posicion de la vulva desde el extremo posterior
del cuerpo, EL= largo de los huevos, EW= ancho de los huevos, CL= largo de la
cauda.

Figura 5. Cladograma derivado de las secuencias del marcador mitocondrial
COX1 para Rhabdochona spp. utilizando el analisis de Maxima Verosimilitud
(InL=-2750.471585). Los valores de soporte junto a los nodos corresponden al
Bootstrap. La barra de escala representa el numero de sustituciones de
nucleotidos por sitio. Las abreviaturas en la figura representan las siguientes
localidades: CCC= Cenote Choo-ha, Quintana Roo; CPC= Cenote Punta
Laguna, Quintana Roo; HAO= Camino a Hierve el Agua, Oaxaca; MC= Mifaca,
Chihuahua; MM= La Minzita, Michoacan; NDD= Nombre de Dios, Durango; PA=
Plan de Ayala, Tamaulipas; PM= Patzcuaro, Michoacan; RAP= Rio Ahuehuello,
Puebla; RJ= Rio Jalpan, Querétaro; SHO= Santa Maria Huatulco, Oaxaca;
SJT= San Juan Teita, Oaxaca; SLP= Axtla de Terrazas, San Luis Potosi; SZ=
Sain Alto, Zacatecas y TM= Tocumbo, Michoacan.

Figura 6. Cladograma derivado de las secuencias del marcador mitocondrial
COX1 para Rhabdochona spp. utilizando el analisis de Inferencia Bayesiana
(arbol de la regla de la mayoria del 50%). Los valores de soporte asociados a los

nodos junto a las ramas corresponden a la probabilidad posterior (> 0.95). La



barra de escala representa el numero de sustituciones de nucleotidos por sitio.
Las abreviaturas en la figura representan las siguientes localidades: CCC=
Cenote Choo-ha, Quintana Roo; CPC= Cenote Punta Laguna, Quintana Roo;
HAO= Camino a Hierve el Agua, Oaxaca; MC= Minaca, Chihuahua; MM= La
Minzita, Michoacan; NDD= Nombre de Dios, Durango; PA= Plan de Ayala,
Tamaulipas; PM= Patzcuaro, Michoacan; RAP= Rio Ahuehuello, Puebla; RJ=
Rio Jalpan, Querétaro; SHO= Santa Maria Huatulco, Oaxaca; SJT= San Juan
Teita, Oaxaca; SLP= Axtla de Terrazas, San Luis Potosi; SZ= Sain Alto,
Zacatecas y TM= Tocumbo, Michoacan.

Cuadro 1. Localidades y huéspedes (familia/especie) muestreadas en el
presente estudio. Se incluyen las coordenadas de los sitios de captura. Cddigos
para los encabezados: Nh= Numero de huéspedes examinados; Pv (%)=
Prevalencia, expresada en porcentaje; Ab= Abundancia; Ip= Intensidad
Promedio. Codigos al interior del cuadro: NC= No calculado.

Cuadro 2. Especimenes de Rhabdochona spp. y Spinitectus spp.
examinados en el presente estudio. Se incluye la especie de huésped y la familia
a la cual pertenece, asi como la localidad y las coordenadas de captura. De igual
forma se muestran los numeros de acceso de GenBank, el numero de
secuencias obtenidas para COX17 de cada especie de nematodo y la referencia.
Cuadro 3. Medidas de los caracteres diagnosticos obtenidas para cada sexo de
cada una de las especies analizadas en el presente estudio. Las medidas se
muestran en un intervalo (con promedio y desviacion estandar). El signo “?”

indica datos faltantes.



Cuadro 4. Resumen del analisis de la funcién discriminante para 40 machos de
R. ictaluriy R. kidderi con 11 variables morfometricas. En rojo se indican los
valores que tienen un aporte mayor a la funcion discriminante.
Cuadro 5. Resumen del analisis de la funcion discriminante para 40 hembras de
R. ictaluri y R. kidderi con siete variables morfometricas. En rojo se indican los
valores que tienen un aporte mayor a la funcidn discriminante.
Cuadro 6. Valores de la contribucion de 11 variables morfométricas (machos) y
siete (hembras) a las componentes del PCA de R. ictaluriy R. kidderi. Codigos
de las variables: BL= longitud del cuerpo, MxBW= anchura maxima, VpPL=
Longitud del vestibulo + el prostoma, MEL=longitud del es6fago muscular, GEL=
longitud del esofago glandular, DNR= posicion del anillo nervioso, LEL= longitud
espicula izquierda, FL= longitud del fuste, FP= porcentaje que representa el
fuste, RSL=longitud de la espicula derecha, RBSL=radio entre las espiculas y
DV= posicibn de la vulva desde el extremo posterior del cuerpo.
Cuadro 7. Divergencias genéticas entre las secuencias del marcador COX1
obtenidas entre los géneros Rhabdochona y Spinitectus. Los colores indican el

huésped Nofropis boucardiy Gila conspersa.

Cuadro 8. Divergencias genéticas entre las secuencias del marcador COX1
obtenidas entre poblaciones de las especies Rhabdochona ictaluri vy
Rhabdochona kidderi. Los colores indican la localidad Cenote Choo-ha vy el

Cenote Punta Laguna, Quintana Roo.



RESUMEN

Las especies son las unidades basicas para la mayoria de los estudios
bioldgicos; sin embargo, la delimitacion de especies es un tema complejo. Las
discusiones recientes sobre la delimitacion de especies coinciden en la
integracion de diferentes fuentes de evidencia para delimitar a las especies
morfologicas. En esta tesis probamos la validez de dos especies nominales de
nematodos que actualmente estan bajo una incertidumbre taxonémica. Un total
de 12 especies del género Rhabdochona han sido registradas en diversas
localidades y especies de huésped en Meéxico. Entre éstas, la especie
Rhabdochona ictaluri asociada a peces ictaluridos del centro y norte de México
es la mas recientemente descrita. La validez de este taxon fue refutada con base
en una aparente similitud morfolégica con R. kidderi, y por lo tanto considerada
como un sinénimo. Este conflicto sirve como modelo para poner a prueba estas
hipétesis en el contexto de la taxonomia integrativa, utilizando evidencia
biogeografica, filogenéticas, la especificidad hospedatoria y la variacion
genética, las cuales no se ha considerado hasta ahora.

Para probar esta hipotesis, se comparé la diversidad genética vy
morfolégica de R. ictaluri y R. kidderi de diferentes huéspedes en distintas
localidades. La diversidad genética se analizd utilizando secuencias del
marcador molecular COX7 de diferentes morfo-especies del género
Rhabdochona, mientras que el analisis morfolégico se concentré soélo en
especimenes de R. ictaluriy R. kidderi. Los resultados mostraron una variacion

morfolégica y molecular significativa entre ambos taxones de nematodos,



permitiendo delimitarlos a nivel de especie, lo que sugirié que la inclusion de
evidencia derivada de diferentes fuentes de informacion son fundamentales para
evitar evaluaciones parciales basadas en caracteres morfologicos.

ABSTRACT

Species are the basic unit for most biological studies; however, species
delimitation is currently a highly complex issue. Recent discussions about
species delimitation agree in the integration of different sources of evidence in
order to effectively separate morphological species. In this thesis, we tested the
validity of two nematode species. A total of 12 species of the genus
Rhabdochona were recorded from diverse localities and host species in Mexico.
Rhabdochona ictaluri from ictalurid fishes from central and north Mexico is the
most recent described and the validity of this taxon was rebutted on the basis of
an apparent morphological similarity, and thus considered as a synonym of R.
kidderi. We consider this conflict as a model to test contradictory opinions
through the context of integrative taxonomy, using evidence derived from diverse
aspects inherent to the species, such as, biogeographic affinities, phylogenetic
relationships, host specificity and genetic variability, which has not been
considered to date.

To test our hypothesis, we analyzed the genetic and morphological
diversity of R. ictaluri and R. kidderi from different hosts localities in an integrative
context. Genetic diversity analyzed using COX17 molecular marker sequences
from different morphospecies of the genus Rhabdochona, while the

morphological analysis focused only on specimens of R. ictaluri and R. kidderi.



The results showed a significant morphological and molecular variation between
both nematode taxa, allowing them to be established as different species.

Our conclusions suggest that the inclusion of evidence derived from different
sources could be very useful for delimiting species and reduce the impact of

partial evaluations that rely heavily morphological characters.



INTRODUCCION

Las especies y su delimitacion

Las especies son las unidades basicas de la mayor parte de los estudios
bioldgicos, sin embargo, la delimitacion de especies es un tema complejo (Sites
y Marshall, 2004; Mckay et al., 2013). Cuando se revisa la literatura biolégica al
respecto, es posible encontrar que existen numerosas definiciones de especie
(Mayden, 1997; de Queiroz, 2007). Estas definiciones reflejan los distintos tipos
de preguntas evolutivas y/o de organismos en los cuales sus autores estaban
interesados al momento de establecerlas o delimitarlas. Por tanto, un concepto
de especie puede ser evaluado en términos de una meta o propdsito particular
(Templeton, 1989).

Actualmente, un gran numero de especies se delimitan con base en
comparaciones morfolégicas de especimenes de museo y las descripciones
publicadas de nuevas especies comunmente incluyen a un espécimen
designado como holotipo y una lista de caracteristicas morfolégicas diagnosticas
(Wiens y Servedio, 2000). Sin embargo, esta manera de delimitar especies
presenta algunos problemas desde el punto de vista biolégico, ya que ignora
propiedades bioldgicas inherentes a la especie como la variacion genética, la
distribucion geografica y las relaciones ecoldgicas (Mayr, 1966; Templeton,
1989; Wiens y Servedio, 2000). Otra problematica a considerar es que a veces
la variacion continua de los caracteres morfolégicos puede confundir a las
taxdbnomos (McKay et al., 2013); esto se debe a que dichos caracteres son

tratados de forma subjetiva o son evaluados de forma equivoca al momento de



asignarlos como sinapomorfias (Hawkins, 2000). Este efecto ha sido discutido
especialmente en el caso de los complejos de especies (McKay et al., 2013).

La delimitacién de especies en el contexto de la Taxonomia Integrativa
Para reducir el impacto que tiene la delimitacion de especies basada en una sola
propiedad biolodgica respecto al artificio de la sobre o subestimacion de estas
entidades, es necesario incluir diferentes fuentes de informacion biologica al
momento de delimitarlas. En este sentido, el marco conceptual de la taxonomia
integrativa resulta util. La taxonomia integrativa es una disciplina biologica que
permite delimitar las unidades de la biodiversidad desde perspectivas multiples y
complementarias, como la ecologia, la biogeografia, la genética de poblaciones,
la biologia comparada, entre otras, con la finalidad de reconocer especies
(Dayrat, 2005, Will et al., 2005; Pante et al., 2015). En este contexto, una
especie se define como la poblacibn mas inclusiva de individuos que poseen
potencial para la cohesion fenotipica a través de mecanismos como el
intercambio genético y demografico, y se situa dentro del marco del concepto
cohesivo de especie (Templeton, 1989). Este es el concepto que se adoptara en
este trabajo.

De esta forma, la evidencia morfoldégica es combinada con evidencia
molecular para detectar variaciones intraespecificas que posiblemente estén
siendo ignoradas por una morfologia relativamente estable (Hey, 2006). Asi
mismo, otros aspectos importantes de la especie como sus relaciones
ecologicas, su area de distribucion y sus relaciones filogenéticas son

considerados (Page, 2003; Dayrat, 2005).



Un modelo de estudio adecuado para evaluar el impacto de la inclusion o
exclusion de diversas fuentes de evidencia en la delimitacion de especies,
debera incluir una especie delimitada a través de caracteres morfoldgicos, cuyas
relaciones ecoldgicas y filogenéticas, asi como su distribucion no hayan sido
evaluadas. En este sentido, la especie Rhabdochona ictaluri cumple con las
caracteristicas mencionadas.

El problema taxonémico de las especies Rhabdochona ictaluri Aguilar-
Aguilar, Rosas-Valdez y Pérez-Ponce de Leén, 2010 y Rhabdochona kidderi
Pearse, 1936

Hasta el afio 2012, existia el registro de un total de 12 especies del género
Rhabdochona en distintas localidades y especies de huésped en México
(Garrido-Olvera et al., 2006; Pérez-Ponce de Leodn et al., 2009; Aguilar-Aguilar et
al., 2010). De estas, Rhabdochona ictaluri es la especie mas recientemente
descrita en el pais. Esta especie ha sido recuperada de los huéspedes Ictalurus
pricei (Rutter) e Ictalurus dugesii (Bean) capturados en los estados de Durango y
Nayarit.

Sin embargo, en la revision de la especie Rhabdochona kidderi de
Moravec et al. (2012) se sugiere que R. ictaluri debe ser considerada como un
especie sindnima de R. kidderi. Para estos autores, los caracteres diagnosticos
utilizados para la descripcion de R. ictaluri (como son la presencia de dientes
basales en el prostoma, la ausencia de una barba dorsal en la espicula izquierda

y la relacion longitudinal entre las espiculas) no son suficientes para considerarla



una nueva especie, debido a que en algunas poblaciones, la especie R. kidderi
presenta caracteres similares producto de su variabilidad morfologica.
Aparentemente, estos autores ignoraron aspectos inherentes a la
especie, como su afinidad biogeografica, las relaciones filogenéticas vy
ecologicas con sus huéspedes definitivos y la variabilidad genética, lo que
permite explorar la posibilidad que estas especies sean dos entidades diferentes

o especies claramente delimitables en un contexto integrativo.

HIPOTESIS

Las especies Rhabdochona kidderi de distribucion neotropical y Rhabdochona
ictaluri distribuida en la region neartica representan dos entidades distintas,
debido a sus diferencias morfoldgicas, biogeograficas y ecoldgicas; y el analisis
integrativo de dichas entidades mostrara un grado de divergencia significativo

que permita diferenciarlas como dos especies.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar mediante analisis moleculares y morfolégicos, si las especies
Rhabdochona kidderi y Rhabdochona ictaluri, actualmente sindnimas, son dos

especies diferentes.



Objetivos particulares:

Realizar una caracterizacion molecular de diferentes especies del género
Rhabdochona, que sirvan de marco de referencia para delimitar R. ictaluriy R.
kidderi.

Realizar un analisis morfométrico de diferentes poblaciones de las
morfoespecies R. ictaluri y R. kidderi con la finalidad de delimitar a ambas

especies.

MATERIALES Y METODOS

Durante 2015 y 2016 se capturaron distintas especies de peces dulceacuicolas,
mediante el uso de distintos artes de pesca, en algunas localidades de México
con el objetivo de obtener nematodos pertenecientes al género Rhabdochona
(Cuadro 1). Los rabdoconidos fueron recuperados a través de un examen
parasitologico general que se realizd a los huéspedes en un maximo de 24 horas
posteriores a su captura. Para ello, el intestino de cada pez fue extraido y
colocado en cajas Petri con solucion salina al 0.75 %. Posteriormente, el
intestino se examind bajo el microscopio estereoscopico con ayuda de agujas de
diseccidon. Los parasitos recuperados se fijaron en etanol absoluto para la
extraccion del material genético o en formol salino caliente al 4% para realizar la
determinacidén a nivel de morfoespecie. Los parasitos y los huéspedes fueron

identificados con ayuda de literatura especializada.



Caracterizacion morfolégica

Los nematodos preservados en formol fueron colocados en un portaobjetos con
una gota de glicerina y agua destilada en proporcidén 1:1, y cubiertos con un
cubre objetos con la finalidad de aclarar la cuticula para hacer visibles las
estructuras internas (Lamothe-Argumedo, 1997). Un total de 40 nematodos de la
especie R. ictaluri y 30 de R. kidderi (20 machos y 20 hembras por especie)
fueron fotografiados con la ayuda de una camara de la marca Media-Cybernetics
modelo Evolution-MP incorporada a un microscopio fotdnico invertido de la
marca OLYMPUS modelo 1X81 en un aumento de 10X, 20X o 40X dependiendo
de la estructura interna que se observara. Con las fotografias obtenidas, se
realizaron observaciones y medidas de las estructuras diagnosticas de los
nematodos con ayuda del programa Image-Pro Plus 7.0. Adicionalmente, se
tomaron microfotografias con un Microscopio electrénico de barrido (MEB)
marca Hitachi modelo SU1510 a 10kilovolts. Para ello, los nematodos fijados en
formol fueron deshidratados en alcoholes graduales, secados en punto critico
con CO,, montados sobre platinas metalicas con pasta de plata y cubiertos con
oro. Las imagenes obtenidas tanto con luz clara como con MEB fueron utilizas
para caracterizar morfologicamente a las especies R. ictaluriy R. kidderi.
Anadlisis estadisticos

Con las medidas obtenidas, se elaboré una matriz de 11 variables métricas
(medidas somaticas) en el caso de los machos y 10 variables en las hembras.
La igualdad de varianzas entre los grupos se examind mediante la prueba F. Los

valores de las variables morfométricas se estandarizaron y se usaron para



realizar un analisis de funcion discriminante estandar para evidenciar las
diferencias significativas entre los ejemplares de las dos poblaciones analizadas.
Complementariamente, se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA)
para explorar y describir los patrones de variacidén entre los datos, con el objetivo
de visualizar el agrupamiento de especimenes en el espacio morfométrico
(Agusti et al., 2005). Para los analisis de funcion discriminante y PCA, se
seleccionaron 20 individuos de cada sexo. Los analisis se realizaron con el
software STATISTICA version 7.1 (StatSoft Inc 2005).

Caracterizacién molecular

Los nematodos preservados en alcohol absoluto fueron transferidos a tubos de
0.5 ml con 150 pl de agua ultrapura por aproximadamente 10 minutos para
eliminar el exceso de alcohol. Posteriormente, el agua se remplazé por 25 ul de
Extraction solution y 6.25 ul de Tissue Preparation Solution incluidos en el kit de
extraccion REDExtract-N-Amp™ Tissue PCR Kit (Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, USA). Las muestras se incubaron por un lapso de 10 a 60 minutos a
temperatura ambiente. Finalizado este tiempo, el tubo se colocé en un
termociclador modelo PTC100, MJ Research Inc (Global Medical Instrumentation
Inc, Ramsey, USA) a 95°C durante tres minutos. Para detener la reaccion fueron
anadidos 25 pyl de la Neutralization Solution B y mezclados mediante vortex. Los
productos de la extraccion se almacenaron en tubos de 0.5 ml previamente
rotulados con la informacion relacionada al nematodo y se anot6 en la bitacora

del laboratorio.
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Los productos de la extracciéon fueron empleados como templado para
amplificar el gen de la citocromo oxidasa subunidad 1 (COX7) con los primers
COlint-F (TGATTGGTGGTTTTGGTAA) y COlint-R
(ATAAGTACGAGTATCAATATC) mediante una Reaccion de la Cadena de la
Polimerasa o PCR (Casiraghi et al., 2001). La mezcla de reaccién tuvo un
volumen final de 25 pl: 2.5 yl de Buffer 10XA, 1.5 pl de MgCl, 50mM, 2.5 ul de
dNTP’s 2mM, 1 pl de cada primer, 0.125 pl de Taq Vivantis, 14.375 ul de agua
bidestilada y 2 pl de DNA. Las muestras se incubaron en un termociclador
modelo PTC100, MJ Research Inc. El programa de amplificacion utilizado fue el
siguiente: paso 1: desnaturalizacion a 94°C por dos minutos, paso 2: 94°C por
30 segundos, paso 3: alineacion de primers a 45°C, paso 4: extension a 72°C
por dos minutos. Los pasos del 2 al 4 fueron repetidos 35 veces. Paso 6: 72°C
por siete minutos, paso 7: 4°C para finalizar. Los productos amplificados se
evaluaron por medio de una electroforesis con un gel de agarosa al 1% en un
buffer de Tris-Boratos-EDTA a 95 volts durante 45 minutos. Las bandas
resultantes fueron visualizadas a través de una camara de luz ultravioleta.

Los productos de PCR amplificados se procesaron en un secuenciador
automatico ABI Prism modelo 310 Perkin Elmer. Los electrofenogramas
resultantes se exportaron al programa de computo Geneious version 5.0.4.
(Drummond et al., 2010) con la finalidad de editar las secuencias para obtener
un consenso. Adicionalmente, se obtuvieron secuencias del género

Rhabdochona disponibles en la base de datos del GenBank (Cuadro 2).
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Cuadro 1. Localidades y huéspedes (familia/especie) muestreadas en el presente estudio. Se
incluyen las coordenadas de los sitios de captura. Codigos para los encabezados: Nh= Numero
de huéspedes examinados; Pv (%)= Prevalencia, expresada en porcentaje; Ab= Abundancia; Ip=
Intensidad Promedio. Cédigos al interior del cuadro: NC= No calculado.

Localidad Coordenadas Rhabdochona spp. Nh Pv Ab Ip
(Individuos) (%)

Familia Characidae

Astyanax aeneus (Gunter)
Frontera, 17° 48' 24"N, 93° 00' No encontrados 6 0 0 0
Tabasco 58" W

Astyanax sp.
Frontera, 17° 48' 24" N, 93° No encontrados 2 0 0 0
Tabasco 00'58" W
Sain Alto, 23° 34’ 40” N, 103° No encontrados 2 0 0 0
Zacatecas 20 48" W

Familia Cichlidae

Cichlasoma trimaculatum (Giinter)
Huaquechula, 18°46' 13" N, 98° No encontrados 1 0 0 0
Puebla 32'09" W

Familia Cyprinidae

Gila conspersa Garman
Sain Alto, 23° 34’ 40” N, 103° Rhabdochona 30 33.33 0.77+ 23+
Zacatecas 20’ 48" W canadensis (23) 2.22 3.36

Gila sp.
Mifaca, 28°13'40" N, 107° Rhabdochona 1 100 1+0.0 1+0.0
Chihuahua 24' 52" W canadensis (1)

Familia Goodeidae

llyodon whitei Meek
Huaquechula, 18° 46' 13" N, 98° Rhabdochona 21 NC NC NC
Puebla 32' 09" W ahuehuellensis (33)

Familia Heptapteridae

Rhamdia guatemalensis (Gunther)
Frontera, 17° 48' 24" N, 93° Rhabdochona sp. (2) 1 100 2+0.0 1+£0.0
Tabasco 00'58" W

Familia Ictaluridae

Ictalurus pricei (Rutter)
Nombre de 23°47' 22" N, 104° Rhabdochona ictaluri 15 80 11.40 + 14.25 +
Dios, Durango 18' 09" W 171) 11.93 11.93

Familia Poeciliidae

Gambusia sexradiata Hubbs
Frontera, 17° 48' 24" N, 93° No encontrados 3 0 0 0
Tabasco 00'58" W

Poecilia mexicana Steindachner
Mitla, Oaxaca 16° 55' 18" N 96° 24' No encontrados 1 0 0 0

22" W

Poecilia sp.
Huaquechula, 18°46' 13" N, 98° No encontrados 17 0 0 0
Puebla 32'09" W

Poeciliopsis gracilis (Heckel)
Mitla, Oaxaca 16° 55' 18" N 96° 24' No encontrados 19 0 0 0

22" W

Familia Rivulidae

Kryptolebias marmoratus (Poey)
Frontera, 17° 48' 24" N, 93° No encontrados 5 0 0 0
Tabasco 00' 58" W
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Cuadro 2. Especimenes de Rhabdochona spp. y Spinitectus spp. utilizados en el presente
estudio. Se incluye la especie de huésped y la familia a la cual pertenece, asi como la localidad y
las coordenadas de captura. De igual forma se muestran los nimeros de acceso de GenBank o
la clave del identificador de la muestra asignado en el presente estudio, el nimero de secuencias
obtenidas para COX1 de cada especie de nematodo y la referencia.

Huésped Localidad Coordenadas Genbank Referencia
(clave)
Rhabdochona ahuehuellensis Mejia-Madrid y Pérez-Ponce de Leon, 2003
llyodon whitei Huaquechula, 18°46' 13"N Pendiente Presente
Meek Puebla 98° 32' 09"W (Om20-22) estudio
Rhabdochona canadensis Moravec & Arai 1971
Notropis San Juan 17°05 37" N Pendiente Presente
boucardi Teita, Oaxaca 97° 24’ 56”"W (Om7-9) estudio
(Gunther)
Gila conspersa Sain Alto, 23°34’40” N Pendiente Presente
Garman Zacatecas 103°20’ 48" W (Om10-12) estudio
Minaca, 28°13'40" N Pendiente Presente
Chihuahua 107° 24' 52" W (Om23) estudio
Rhabdochona ictaluri
Ictalurus pricei Nombre de 23°47' 22" N Pendiente Presente
(Rutter) Dios, Durango  104° 18'09"W  (Om25, 27- estudio
28, 31-32)
Rhabdochona kidderi
Rhamdia Heptapteridae  Cenote Choo-  20° 28' 09" N Pendiente 1 Presente
guatemalensis ha, Quintana 87°46' 03" W (131A) estudio
(Gunther) Roo.
Cenote Punta  20° 38'56" N Pendiente 2 Presente
Laguna, 87°38' 11"W (132-133A) estudio
Quintana Roo.
Rhabdochona lichtenfelsi Sanchez-Alvarez, Garcia-Prieto y Pérez-Ponce de Leo6n, 1998
Goodea Goodeidae Tocumbo, 19°42” 07" N DQ990995 1
atripinnis Michoacan 102° 30’ 58” W
Jordan Mejia-
La Minzita, 19° 38 40” N DQ990987 1 Madrid et
Michoacan 101°16’ 28” W al., (2007)
Patzcuaro, 19° 36’ 05” N DQ990983 1
Michoacan 101° 39 13" W
Rhabdochona mexicana Caspeta-Mandujano, Moravec y Salgado-Maldonado, 2000
Astyanax Characidae Rio Jalpan, 21°13'25" N Pendiente 2 Presente
mexicanus Querétaro 99° 28' 21" W (14-15A) estudio
(De Filippi)
Plan de Ayala, 22°34’09"N Pendiente 1 Presente
Tamaulipas 98° 44' 02" W (135A) estudio
Rhabdochona xiphophori Caspeta-Mandujano, Moravec y Salgado-Maldonado, 2001
Poeciliopsis Poeciliidae Camino a 16° 54" 23" N Pendiente 2 Presente
gracilis Hierve el 96° 19’ 55” W (Om5-6) estudio
(Heckel) Agua, Oaxaca
Spinitectus sp.1
Agonostomus Mugilidae Santa Maria 15°50'22" N Pendiente 1 Presente
monticola Huatulco, 96° 19' 46" W (254A) estudio
(Bancroft) Oaxaca
Spinitectus sp.2
Heterandria Poeciliidae Axtla de 21°26'12" N Pendiente 1 Presente
bimaculata Terrazas, San  98° 52' 02" W (201A) estudio
(Heckel) Luis Potosi
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Alineamiento multiple, concatenado, cladogramas y calculo de distancias
genéticas

Las secuencias del género Rhabdochona obtenidas para el marcador molecular
cox1 se alinearon mediante el uso del programa de alineamiento multiple de
secuencias Clustal W (Thompson et al., 1997), implementado en la version web

del software en http://www.genome.jp/tools/clustalw/. Las estrategias de

busqueda utilizadas fueron progresivas. Los gaps fueron incluidos en el analisis
con penalizaciones. Para la apertura de gaps la penalizacién tuvo un score de
15 mientras que para la extension del gap fue de 6.66. La matriz alineada fue
visualizada en el programa Mesquite version 3.05 (Maddison y Maddison, 2015),
mismo donde se construyeron las matrices en los formatos Phylip y Nexus
utilizadas para obtener distintos cladogramas mediante los métodos
paramétricos de Maxima Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (IB). La
busqueda de cladogramas con IB se llevo a cabo empleando un modelo GTR +
GAMMA + | como lo sugirio el programa jModelTest ver. 2 (Darriba et al., 2012).

El analisis de maxima verosimilitud (ML) se llevé a cabo con el programa RaxML
GUI 1.5 beta (Silvestro y Michalak, 2012) con 100 repeticiones y 1000
pseudoreéplicas de bootstrap. El analisis de inferencia bayesiana (IB) se ejecutd
en el programa MrBayes v3.2.5 x64 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003) con dos
corridas simultaneas de cuatro cadenas (una fria y tres calientes) y una
temperatura de 0.2. Metropolis-coupling Markov Chain Monte Carlo (MCMCMC)

se corrieron para 10 millones de generaciones con un muestreo cada 500
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generaciones. El burning utilizado fue de 25%. Los arboles obtenidos fueron
visualizados y editados en el programa FigTree 1.4.0 (Rambuat, 2012).

Finalmente, las distancias genéticas fueron estimadas con ayuda del programa
Mega version 7 (Kumar et al., 2016) bajo el modelo de distancias no corregidas
“p-distance” con la opcién de estimar ambigledades y tomando en cuenta las
primeras, segundas Yy terceras posiciones. El analisis involucré 28 secuencias de

nucledtidos.

RESULTADOS

En el presente estudio se revisaron 134 peces dulceacuicolas de 12 especies
pertenecientes a ocho familias capturados en seis localidades en México (tres en
la region neartica y tres en la region neotropical). Se recuperd un total de 230
nematodos pertenecientes al género Rhabdochona, de los cuales 33 fueron
asignados a la morfoespecie R. ahuehuellensis, 24 a R .canadensis, 171 a R.

icaturi y dos a Rhabdochona sp.
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Datos morfolégicos

Con los organismos que fueron fijados para el estudio morfologico se realizaron
508 microfotografias (329 para R. ictaluriy 179 para R. kidderi). Con base en las
microfotografias, se tomaron 825 medidas de los caracteres diagnésticos de
cada una de las morfoespecies (cuadro 3). Un total de 80 individuos fueron
medidos, 20 machos y 20 hembras de R. ictaluriy 20 ejemplares para cada sexo
de R. kidderi (CNHE 2698). Dos machos y una hembra del material tipo de R.
ictaluri fueron medidos (CNHE 6551). Adicionalmente, se realizé la revision de
dos machos y cinco hembras de la especie R. kidderi del huésped Typhliasina
pearsei (Hubbs) de las cuevas Nohoch, Quintana Roo (CNHE 3286); dos
machos y dos hembras recuperados de Theraps irregularis Gunter (CNHE 8065)
y de 49 larvas provenientes del huésped Ictalurus furcatus (CNHE 8071), ambas
especies de peces fueron capturadas en el rio Lacantun, Chiapas. Del material
etiquetado con los numeros de catalogo CNHE 3286 y CNHE 8065 no se
obtuvieron medidas porque en los organismos no fue posible observar las
caracteristicas diagnosticas mientras que el en material CNHE 8071 no habia

adultos.
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Cuadro 3. Medidas de los caracteres diagndsticos obtenidas para cada sexo de cada una de las
especies analizadas en el presente estudio. Las medidas se muestran como intervalos (con
promedio y desviacion estandar). El signo “?” indica datos faltantes.

Especie Rhabdochona kidderi kidderi R. kidderi texensis R. ictaluri
Autor Pearse, 1936 Moravec et al., 1995 Presente estudio Moravec y Huffman, Presente estudio
1988
Sexo Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra
(n=7?) (n=7?) (n=10) (n=10) (n=20) (n=20) (n=10) (n=10) (n=20) (n=20)
Longitud 7.4 7.4-10.8 5.64— 6.42- 5.74- 3.22- 5.88- 9.0- 5.75- 5.73-
del cuerpo (?7£7?) (8.91?) 8.70 9.26 7.66 7.83 8.19 15.83 10.18 18.49
(?7£7?) (?7£7?) (6.34+ (5.96+ (?7£7?) (?£7?) (7.53 + (11.51
0.6) 1.19) 2.76) 4.35)
Anchura 0.5 0.8 0.015- 0.082- 0.05- 0.043- 0.082- 0.122- 0.08- 0.12-
maxima del  (??) (?£7?) 0.021 0.095 0.095 0.081 0.095 0.218 0.16 0.26
cuerpo (?7£7?) (?£7?) (0.07+ (0.06+ (?7£7?) (?£7?) (0.14 (017
0.01) 0.011) 0.02) 0.04)
Longitud - 0.135 0.135- 0.15- 0.09- 0.10- 0.126- 0.135- 0.08- 0.09-
del (?7£7?) 0.168 0.18 0.13 0.12 0.144 0.159 0.10 0.14
vestibulo + (?7£7?) (?7£7?) (0.016% (0.11% (?7£7?) (?£7?) (0.11% (011 +
prostoma 0.01) 0.0078) 0.6) 0.017)
Longitud - - 0.3-0.36 0.3-0.36 0.19- 0.17- 0.258- 0.330- 0.17- 0.23-
del es6fago (?7£7?) (?7£7?) 0.32 0.38 0.360 0.405 0.33 0.38
muscular (0.25+ (0.29+ (?7£7?) (?£7?) (0.25 (0.3%
0.04) 0.05) 0.04) 0.05)
Longitud - - 1.27- 1.14- 1.01- 0.90- 1.59- 1.93- 1.15- 1.48-
del es6fago 2.10 1.66 1.56 1.59 2.05 2.49 2.81 3.72
glandular (?7£7?) (?7£7?) (1.27+ (1.28+ (?7£7?) (?£7?) (6.34 + 21+
0.05) 0.25) 0.6) 0.54)
Posicion - - 0.168- 0.71- 0.13- 0.12- 0.189- 0.186- 0.12- 0.11-
del anillo 0.225 0.20 0.15 0.16 0.195 0.225 0.22 0.23
nervioso (?7£7?) (?7£7?) (0.14+ (0.14+ (?7£7?) (?£7?) 0.2+ (0.18+
desde el 0.008) 0.01) 0.43) 0.03)
extremo
anterior
Posicion de - - 0.066- 0.189- 0.57- 0.175- 0.063- 0.072-
los deiridios 0.078 0.291 0.64 0.184 0.066 0.087
desde el (?7£7?) (?7£7?) (0.12+ (0.35+ (?7£7?) (?£7?)
extremo 0.008) 0.006)
anterior
Espicula 1.0 - 0.651- - 0.29- - 0.67- - 0.28- -
izquierda (?£7?) 1.167(?+ 0.53 1.98 0.56
(longitud ?) (0.36 + (?7£7?) 0.5+
total) 0.07) 0.68)
Longitud - - 0.30- - 46.51- - 0.525- - 0.16- -
del fuste 0.54 84.51 0.684 0.24
(?7£7?) (57.9411 (?7£7?) (0.22 +
0.68) 0.25)
Porcentaje - - 32-52% - 37.83- - 31-55% - 37.83- -
del fuste 57.69% (?7£7?) 57.69
(45.33 £
4.82)
Espicula 0.08 - 0.075- - 0.09- - 0.084- - 0.06- -
derecha (?7£7?) 0.087 0.12 0.102(?+ 0.17
(longitud (?7£7?) (0.11+0. ?) (0.14
total) 009) 0.03)
Largo de la 0.2 0.2(?4?) 0.15- 0.11- 0.005- 0.0053- 0.252- 0.147- 0.007- 0.007-
cauda (?£7?) 0.22 0.17 0.013 0.0142 0.264 0.225 0.016 0.039
(?7£7?) (?7£7?) (0.008+ (0.0114+  (?1?) (?£7?) (0.09 + (0.16+
0.002) 0.0056) 0.13) 0.017)
Posicion de - - - 2.52- - 1.79- - 3.32- - 1.79-
la vulva 3.63 3.38 6.39 8.63
desde el (?7£7?) (247 (?£7?) (7.81+
extremo 0.54) 1.3)
posterior
Largo de - 0.14(?t7?) - 0.045- - 0.031- - 0.036- - 0.024-
los huevos 0.051 0.035 0.042 0.034
(?7£7?) (0.03+ (?£7?) (0.03+
0.0013) 0.02)
Ancho de - 0.022(?17?) - 0.021- - 0.019- - 0.021- - 0.013-
los huevos 0.024 0.022 0.024 0.019
(?7£7?) (0.0195+¢ (?£7?) (0.017x
0.0009) 0.019)
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Caracterizacion morfolégica

A continuacion, se presenta una caracterizacion morfologica realizada a partir
del analisis de las microfotografias y los datos morfométricos obtenidos
mediante microscopia electrénica de barrido y fotdnica para las especies R.

ictaulriy R. kidderi:

Phylum NEMATODA Rudolphi, 1808

Clase CHROMADOREA Inglis, 1983

Familia RHABDOCHONIDAE Travassos, Artigas y Pereira, 1928
Rhabdochona ictaluri Aguilar-Aguilar, Rosas-Valdez y Pérez-Ponce de Leon,
2010

Huésped y localidad: /ctalurus pricei (Rio Tunal en Nombre de Dios, Durango;
prevalencia= 80%, Abundancia promedio= 11.40 £ 11.93 e intensidad promedio=
14.25 + 11.93).

Sitio de infeccion: Intestino.

Descripcion: Adultos de cuticula lisa y tamafio mediano. Con una abertura oral
de forma oval rodeada de cuatro papilas cefalicas pequefias y dos afidios
laterales. Prostoma en forma de embudo, con seis dientes basales y armado en
el margen interior con 14 dientes, tres ventrales, tres dorsales y cuatro laterales
formando pares, dos a cada lado. Los deiridios son pequefios y bifurcados. En
ambos sexos, la terminacion caudal es conica, con una terminacién cuticular en

punta (Figura 1).
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Machos: Basado en 20 individuos (en el paréntesis se encuentran las medidas
en milimetros obtenidas por Aguilar-Aguilar et al. 2010): Longitud del cuerpo de
5.75-10.18 (6.37-6.85) con un ancho maximo de 0.08-0.16 (0.1-0.12). Longitud
del vestibulo incluyendo el prostoma de 0.08-0.10 (0.09-0.10); longitud del
es6fago muscular de 0.17-0.33 (0.18-0.21); longitud del esdfago glandular de
1.15-2.81 (1.79-2.14). Anillo nervioso rodeando el es6fago muscular, a 0.12-0.22
(0.14-0.15) desde el extremo anterior del cuerpo. Deiridios en el primer tercio del
cuerpo a 0.066-0.085 (0.079-0.086) de la region anterior. Papilas preanales que
ocurren en las siguientes combinaciones: 7+9, 8+7 (8+7, 8+9 y 9+9) (numero de
papilas en los lados derecho e izquierdo, respectivamente). Seis pares de
papilas postanales presentes, con el segundo par lateral y el resto en posicion
subventral. Area rugosa presente. Largo de la espicula izquierda de 0.28-0.56
(0.44-0.54), longitud del fuste de 0.16-0.24 (0.19-0.20), representando 37.83-
57.69% (37.8-42.7%) de la longitud del espicula. La espicula derecha es
pequefia y esta cubierta por una membrana fina. Espicula derecha 0.06-0.17
(0.07-0.09) de largo, sin pua. Relacion de longitudes de espiculas 1: 5.6-1: 8.3
(1:5.5-1:7.2.). Largo de la cauda 0.007-0.016 (no incluida).
Hembras: Basado en 20 individuos adultos: Longitud corporal de 5.73-18.49
(9.78-13.56) con un ancho maximo de 0.12-0.26 (0.13-0.17). Longitud del
vestibulo incluyendo el prostoma 0.09-0.14 (0.09-0.10), esofago muscular
0.23104-0.38006 (0.26-0.27), esofago glandular 1.48-3.72 (2.42-2.64). Anillo
nervioso rodeando el eséfago muscular, a 0.11-0.23 (0.16-0.18) desde el

extremo anterior del cuerpo. Deiridios 0.068-0.082 (0.073-0.079) en el primer
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tercio anterior del cuerpo. Vulva a 1.79-8.63 desde el extremo posterior del
cuerpo. Vagina muscular dirigida anteriormente desde la vulva. Utero anfidelfico.
Huevos ovalados, muy numerosos, sin filamentos; de tamafio relativamente
pequefio con respecto al cuerpo de la hembra 0.0240-0.034 (0.011-0.012) de
largo y 0.013-0.019 (0.07-0.08) de ancho. Cauda 0.007-0.03 de largo (no

incluida).
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SU1510 10.0kV 17.2mm x3.70k SE 10.0um | SU1510 10.0kV 22.2mm x250 SE * ' 200um

SU1510 10.0kV 17.5mm x1.00k SE 50.0um || SU1510 10.0kV 17.6mm x9.00k SE

Figura 1. Microfotografias de los adultos de Rhabdochona ictaluri capturadas con microscopia
optica (A-D) y microscopia electrénica de barrido (E-H). A) Porcion anterior del macho a 10x; B)
porcion anterior de la hembra a 40x mostrando los dientes basales; C) espicula derecha e
izquierda del macho a 20x; D) huevos sin filamentos de la hembra a 40x; E) detalle del prostoma
mostrando seis dientes en la base del vestibulo; F) detalle de la regidon posterior del macho
mostrando el area rugosa; G); posicion del deiridio en el primer tercio del cuerpo; H) detalle del
deiridio.
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Rhabdochona kidderi Pearse, 1936
Huésped y localidad: Ramdia quelen (Cenote Xmucuy, Yucatan).
Numero de catalogo: CNHE 2698

Sitio de infeccion: Intestino.

Descripcion: Adultos de cuticula finamente estriada y tamafio pequefio. Con
una abertura oral ovalada rodeada de cuatro papilas cefalicas pequefias y un par
de afidios laterales. Prostoma en forma de embudo, sin dientes basales vy
armado en el margen interior con 14 dientes, tres ventrales, tres dorsales vy
cuatro laterales formando pares, dos a cada lado. Deiridios pequefos vy

bifurcados. Cola de ambos sexos conica, con terminacion puntiaguda (Figura 2).

Machos: Basado en 20 individuos adultos (en el paréntesis se encuentran las
medidas en milimetros obtenidas por Moravec et al. 1995): Longitud del cuerpo
5.74-7.66 (5.64-8.70) y 0.05-0.09 (0.015-0.021) de ancho maximo. Longitud del
vestibulo incluyendo el prostoma 0.09-0.137 (0.135-0.168); longitud del eséfago
muscular 0.19-0.32 (0.3-0.36); longitud del eséfago glandular 1.017-1.56 (1.27-
2.10). Anillo nervioso a 0.13-0.15 (0.168-0.225) desde el extremo anterior del
cuerpo. Deiridios en el primer tercio del cuerpo a 0.057-0.069 (0.066-0.078) de
extremo anterior del cuerpo. Papilas preanales que ocurren en las siguientes
combinaciones: 5+6 y 5+7 (5+5, 6+6 y 6+7) (numero de papilas en los lados
derecho e izquierdo, respectivamente). Seis pares de papilas postanales
presentes, el segundo par lateral y el resto subventral. Area rugosa ausente.
Largo de la espicula izquierda 0.57-0.64 (0.651-1.167), longitud del fuste 0.29-

0.53 (0.30-0.54), representando 46.51-84.51% (32-52%) de la longitud del
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espicula. Espicula derecha 0.09-0.12 (0.075-0.087) de largo, sin pua y cubierta
por una membrana fina. Relacion de longitudes de espiculas 1: 4.86-1: 5.97.

Largo de la cauda 0.005-0.013 (0.15-0.22).

Hembras: Basado en 20 individuos adultos: Longitud corporal 3.22-7.83 (6.42-
9.26) con un ancho maximo de 0.043-0.081 (0.082-0.095). Longitud del vestibulo
incluyendo el prostoma 0.10-0.12 (0.15-0.18), eséfago muscular 0.17-0.38 (0.3-
0.36), esofago glandular 0.9-1.59 (1.14-1.66). Anillo nervioso rodeando el
es6fago muscular, a 0.12-0.16 (0.71-0.20) desde el extremo anterior del cuerpo.
Deiridios en el primer tercio anterior del cuerpo a 0.175-0.184 (0.189-0.291) del
extremo anterior. Vulva a 1.79-3.38 (2.52-3.63) desde el extremo posterior del
cuerpo. Vagina muscular dirigida anteriormente desde la vulva. Utero anfidelfico.
Huevos maduros ovalados, poco numerosos, sin filamentos; de tamafio
relativamente grande con respecto al cuerpo 0.031-0.035 (0.045-0.051) de largo

y 0.019-0.022 (0.021-0.024) de ancho. Cauda 0.005-0.014 (0.11-0.17) de largo.
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(RS RS

SU1510 10.0kV 23.5mm x8.50k SE 5.00um

SU1510 10.0kV 22.7mm x2.00k SE 20.0um SU1510 10.0kV 23.3mm x16.0k SE

Figura 2. Microfotografias de los adultos de Rhabdochona kidderi capturadas con microscopia
optica (A-D) y microscopia electrénica de barrido (E-H). A) Porcion anterior del macho a 10x; B)
porcion anterior de la hembra a 40x; C) espicula derecha e izquierda del macho a 20x; D) huevos
sin filamentos de la hembra a 40x; E) detalle del prostoma sin dientes en la base del vestibulo; F)
detalle de la region posterior del macho; G); posicion del deiridio en el primer tercio del cuerpo;
H) detalle del deiridio.
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Analisis estadisticos

El analisis de funcion discriminante de las medidas obtenidas mostraron una
diferencia significativa entre las poblaciones comparadas pertenecientes al
género Rhabdochona. Para los machos se obtuvo un valor de 5.967 para la
distancia cuadratica de Mahalonobis, una Lambda de Wilks de 0.092 y el valor
promedio de F de 25.19378. Para las hembras, el valor de la distancia
cuadratica de Mahalonobis es de 5.897, el de la Lambda de Wilks de 0.098 y el
promedio de F es igual a 41.83561. Las variables morfométricas que
contribuyeron significativamente en la discriminacion entre ambas especies son
la longitud del es6fago y de la espicula izquierda en los machos (Cuadro 4), y la
longitud y anchura maxima del cuerpo en el caso de las hembras (Cuadro 5).

Tanto para machos (Figura 3) como para hembras (Figura 4), la diferencia
entre los dos conjuntos de datos obtenidos en cada una de las poblaciones se
puede visualizar mediante las elipses resultantes del PCA, construidas a partir
de los centroides de cada elipse. En los machos, las variables morfométicas
como la longitud maxima del cuerpo y la longitud del eséfago glandular tuvieron
mayor contribucion a la componente 1 mientras que la longitud del vestibulo mas
el prostoma y la longitud del eséfago muscular contribuyeron de mayor forma a
la componente 2. En el caso de las hembras el largo del cuerpo, la anchura
maxima y la posicién de la vulva contribuyeron mas a la componente 1 y la
longitud del vestibulo mas el prostoma y la longitud del eséfago muscular a la
componente 2 (Cuadro 6). Esta diferencia se evidencia con un valor de

significancia de p < 0.00001 para ambos casos.
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Cuadro 4. Resumen del analisis de la funcion discriminante para 40 machos de R. ictaluriy R.
kidderi con 11 variables morfometricas. En rojo se indican los valores que tienen un aporte
mayor a la funcion discriminante.

R. ictaluri (n=20) Lambda Lambda F-remove p-level Tolerancia 1-Tolerancia

R. kidderi (n=20) de Wilks parcial (1, 28) (R-Sqr.)
Longitud del cuerpo 0.096 0.955 1.313 0.261 0.428 0.571
Anchura méaxima del cuerpo 0.143 0.641 15.670 0.000 0.325 0.674
Longitud del vestibulo mas el 0.094 0.970 0.865 0.360 0.117 0.882
prostoma
Longitud del eséfago muscular 0.096 0.954 1.323 0.259 0.307 0.692
Longitud del eséfago glandular 0.095 0.961 1.133 0.296 0.476 0.523
Posicion del anillo nervioso 0.091 0.999 0.016 0.898 0.078 0.921
Espicula izquierda (longitud total) 0.110 0.833 5.597 0.025 0.062 0.937
Longitud del fuste 0.096 0.954 1.335 0.257 0.023 0.976
Porcentaje del fuste 0.097 0.944 1.633 0.211 0.028 0.971
Espicula derecha (longitud total) 0.093 0.982 0.498 0.486 0.348 0.651
Largo de la cauda 0.100 0.910 2.741 0.108 0.256 0.743

R.ictaluri —*— R.kidderi

0-

PC2 (25.0% explained var.)
Vorr

4 2 0 2 4
PC1 (42.3% explained var.)

Figura 3. Agrupamiento de los machos de Rhabdochona ictaluri y R. kidderi en el espacio
morfométrico. Cdédigos de los vectores: BL= longitud del cuerpo, MxBW= anchura maxima,
VpPL= Longitud del vestibulo + el prostoma, MEL=longitud del es6fago muscular, GEL= longitud
del eséfago glandular, DNR= posicion del anillo nervioso, LEL= longitud espicula izquierda, FL=
longitud del fuste, FP= porcentaje que representa el fuste, RSL=longitud de la espicula derecha,
RBSL=radio entre las espiculas, CL= largo de la cauda.
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Cuadro 5. Resumen del analisis de la funcion discriminante para 40 hembras de R. ictaluriy R.
kidderi con siete variables morfometricas. En rojo se indican los valores que tienen un aporte

mayor a la funcion discriminante.

R. ictaluri (n=20) Lambda Lambda F-remove p-level Tolerancia 1-Tolerancia

R. kidderi (n=20) de Wilks parcial (1, 28) (R-Sqr.)
Longitud del cuerpo 0.131 0.750 10.617 0.002 0.040 0.959
Anchura méaxima del cuerpo 0.330 0.298 75.234 0.000 0.121 0.878
Longitud del vestibulo mas el 0.102 0.961 1.271 0.267 0.223 0.776
prostoma
Longitud del eséfago muscular 0.113 0.867 4.897 0.034 0.348 0.651
Longitud del eséfago glandular 0.109 0.901 3.482 0.071 0.446 0.553
Posicién del anillo nervioso 0.109 0.897 3.653 0.064 0.336 0.663
Posicién de la vulva 0.098 0.999 0.001 0.965 0.187 0.812

PC2 (12.5% explained var.)

R.ictaluri —*= R.kidderi

PC1 (70.5% explained var.)

N -

Figura 4. Agrupamiento de las hembras de Rhabdochona ictaluri y R. kidderi en el espacio
morfométrico. Cédigos de los vectores: BL= longitud del cuerpo, MxBW= anchura maxima,
VpPL= Longitud del vestibulo + el prostoma, MEL=longitud del es6fago muscular, GEL= longitud
del esofago glandular, DNR= posicion del anillo nervioso, DV= posicién de la vulva desde el
extremo posterior del cuerpo, EL= largo de los huevos, EW= ancho de los huevos, CL= largo de

la cauda.
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Cuadro 6. Valores de la contribucion de 11 variables morfométricas (machos) y siete (hembras)
a las componentes del PCA de R. ictaluriy R. kidderi. Codigos de las variables: BL= longitud del
cuerpo, MxBW= anchura maxima, VpPL= Longitud del vestibulo + el prostoma, MEL=longitud del
esofago muscular, GEL= longitud del es6fago glandular, DNR= posicion del anillo nervioso, LEL=
longitud espicula izquierda, FL= longitud del fuste, FP= porcentaje que representa el fuste,
RSL=longitud de la espicula derecha, RBSL=radio entre las espiculas y DV= posicién de la vulva
desde el extremo posterior del cuerpo.

Factor1 Factor2 Factor3 Factor4 Factorb Factor6 Factor7 Factor8 Factor9 Factor10 | Factor11
Machos
BL 0.101 0.260 0.102 0.030 0.397 0.006 0.205 0.024 0.091 0.014 0.0002
MxWB 0.175 0.009 0.034 0.024 0.00008 0.006 0.00003 0.531 0.013 0.203 0.0005
VpPL 0.020 0.255 0.004 0.027 0.027 0.216 0.063 0.096 0.072 0.215 0.0000
MEL 0.004 0.242 0.012 0.002 0.258 0.090 0.353 0.005 0.006 0.023 0.0005
GEL 0.145 0.006 0.013 0.040 0.001 0.434 0.144 0.155 0.044 0.011 0.0010
DNR 0.099 0.163 0.006 0.020 0.001 0.0003 0.047 0.067 0.081 0.512 0.0006
LEL 0.063 0.043 0.240 0.375 0.018 0.007 0.003 0.022 0.071 0.0003 0.152
FL 0.132 0.033 0.208 0.019 0.0000 0.025 0.018 0.005 0.013 0.0000 0.545
FP 0.118 0.012 0.074 0.389 0.013 0.059 0.024 0.001 0.006 0.0005 0.298
RSL 0.109 0.003 0.198 0.014 0.236 0.081 0.045 0.015 0.291 0.003 0.0002
RBSL 0.028 0.203 0.105 0.055 0.045 0.071 0.094 0.073 0.306 0.015 0.0000
Hembras
BL 0.193 0.007 0.019 0.032 0.003 0.0000 0.743 - - --- ---
MxWB 0.163 0.136 0.038 0.0004 0.045 0.538 0.077 - - - -
VpPL 0.099 0.384 0.107 0.269 0.077 0.002 0.058 - - --- ---
MEL 0.105 0.306 0.078 0.464 0.001 0.038 0.006 - - --- ---
GEL 0.142 0.158 0.020 0.014 0.607 0.038 0.017 - - - -
DNR 0.130 0.0002 0.559 0.148 0.107 0.024 0.029 - - --- ---
DV 0.165 0.006 0.176 0.069 0.157 0.357 0.067 - - --- ---
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Base de datos para COX1

Las muestras que se destinaron para el analisis molecular, tres muestras de R.
canadensis y cuatro de R. xiphophori se obtuvieron como parte de un estudio
previo (Lagunas-Calvo et al. 2016). Adicionalmente, ocho muestras de las
especies R. mexicana (tres), R. kidderi (tres), Spinitectus sp.1 (una) y Spinitectus
sp.2 (una) fueron conseguidas mediante donaciones; mientras que tres
secuencias de R. lichtenfelsi se descargaron de GenBank. Se realizaron un total
de 32 extracciones de DNA y se obtuvieron 28 secuencias para el marcador
molecular COX1. Las secuencias obtenidas variaron de 640 pares de bases (pb)
(R. canadensis de Zacatecas ) a 190 pb (R. xiphophori de Oaxaca). Las tres
secuencias obtenidas de GenBank para la especie R. lichtenfelsi tuvieron una

extension de 465 pb. La extension final para todas las secuencias fue de 628 pb.

Cladogramas

El método de maxima verosimilitud mostré un solo arbol con un valor —In=
2750.471585, con valores de bootstrap que oscilan entre el 8-100%. El analisis,
con excepcidon de la morfoespecie R. canadensis, recuper6 dos clados
conformados por individuos de la misma morfoespecie (Figura 5). El arbol
obtenido a través del método de inferencia bayesiana mostr6 un clado
compuesto por la especie R. mexicana con un valor de probabilidad posterior de
1; y una politomia que contiene al resto de las especies del género

Rhabdochona incluidas en el presente estudio (Figura 6).
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| — 254A | Spinitectus sp. (Agonostomus monticola; SHO)

R e e — 201A | Spinitectus sp. (Heterandria bimaculata; SLP)

e 136A | Rhabdochona mexicana (Astyanax mexicanus; PA)

7 15A
100 —| Rhabdochona mexicana (Astyanax mexicanus; RJ)
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77 DQ990987 | Rhabdochona lichtenfelsi (Goodea atrippinis; MM)
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_| 133A | Rhabdochona kidderi (Rhamdia guatemalensis; CPC)
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Figura 5. Cladograma derivado de las secuencias del marcador mitocondrial COX7 para
Rhabdochona spp. utilizando el analisis de Maxima verosimilitud (InL=-2750.471585). Los
valores de soporte junto a los nodos corresponden al Bootstrap. La barra de escala representa el
nuamero de sustituciones de nucledtidos por sitio. Las abreviaturas en la figura representan las
siguientes localidades: CCC= Cenote Choo-ha, Quintana Roo; CPC= Cenote Punta Laguna,
Quintana Roo; HAO= Camino a Hierve el Agua, Oaxaca; MC= Mifiaca, Chihuahua; MM= La
Minzita, Michoacan; NDD= Nombre de Dios, Durango; PA= Plan de Ayala, Tamaulipas; PM=
Patzcuaro, Michoacan; RAP= Rio Ahuehuello, Puebla; RJ= Rio Jalpan, Querétaro; SHO= Santa
Maria Huatulco, Oaxaca; SJT= San Juan Teita, Oaxaca; SLP= Axtla de Terrazas, San Luis
Potosi; SZ= Sain Alto, Zacatecas y TM= Tocumbo, Michoacan.
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Figura 6. Cladograma derivado de las secuencias del marcador mitocondrial COX7 para
Rhabdochona spp. utilizando el analisis de Inferencia Bayesiana (arbol de la regla de la mayoria
del 50%). Los valores de soporte asociados a los nodos junto a las ramas corresponden a la
probabilidad posterior (> 0.95). La barra de escala representa el numero de sustituciones de
nucledtidos por sitio. Las abreviaturas en la figura representan las siguientes localidades: CCC=
Cenote Choo-ha, Quintana Roo; CPC= Cenote Punta Laguna, Quintana Roo; HAO= Camino a
Hierve el Agua, Oaxaca; MC= Mifaca, Chihuahua; MM= La Minzita, Michoacan; NDD= Nombre
de Dios, Durango; PA= Plan de Ayala, Tamaulipas; PM= Patzcuaro, Michoacan; RAP= Rio
Ahuehuello, Puebla; RJ= Rio Jalpan, Querétaro; SHO= Santa Maria Huatulco, Oaxaca; SJT=
San Juan Teita, Oaxaca; SLP= Axtla de Terrazas, San Luis Potosi; SZ= Sain Alto, Zacatecas y
TM= Tocumbo, Michoacan.
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Divergencias genéticas

Las divergencias genéticas estimadas entre los miembros del género
Rhabdochona con respecto al grupo externo varian entre 12.88-14.06% (13.59 +
0.41) para Spinitectus sp.1 y de 14.59-16.07% (15.45 + 0.35) en el caso de
Spinitectus sp.2. Las divergencias géneticas promedio calculadas entre las
secuencias que conforman cada uno de los clados obtenidos (intraespecificas)
fueron: 3.48% para R. mexicana, 2.59% para R. kidderi, 0.51% para R.
canadensis de la region neotropical, 0.00% para R. ahuehuellensis, 2.04% para
R. lichtenfelsi, 4.8% para R. canadensis de la regién neartica, 0.07% para R.
ictaluriy 1.6% en el caso de R. xiphophori (Cuadro 7).

Por otro lado, la divergencia promedio mas baja entre cada uno de clados
para el género Rhabdochona fue de 6.80% (R. ahuehuellensis con respecto a R.
lichtelfensi); mientras que la mas alta se registr6 entre los clados de R.
canadensis y R. mexicana con un valor de 13.91%. En general, Rhabdochona
mexicana presenta las divergencias mas altas con respecto a otros clados
(11.82%-14.24%) (Cuadro 7).

En el caso particular de R. ictaluri con respecto a otras secuencias
obtenidas de miembros de la misma poblacién, las divergencias genéticas
variaron entre 0.00% y 0.19% (0.07 + 0.09); mientras que la variacion fue de
0.00% a 3.91% (2.59 + 2.24) entre miembros de distintas poblaciones de R.
kidderi. Con respecto a la variacién genética entre las especies R. ictaluriy R.
kidderi los valores oscilaron entre 10.91%-12.48% con un promedio de 11.93 %

0.54% (Cuadro 8).
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Cuadro 7. Divergencias genéticas entre las secuencias del marcador COX1 obtenidas entre los
géneros Rhabdochona y Spinitectus. Los colores indican el huésped Notropis boucardi y Gila

conspersa.
1 2 3 4 5 6 7 8
1 R. mexicana
2 R. kidderi 13.46%
3 R. canadensis 12.87% 8.85%
4 R. ahuehuellensis | 10.96% 9.59% 8.11%
5 R. lichtenfelsi 11.82% 10.31% 8.99% 6.80%
6 R. canadensis 13.91% 11.76% 10.82% 10.33% 9.02%
7 R. ictaluri 14.24% 11.97% 11.15% 11.93% 10.61% 12.42%
8 Spinitectus spp. 15.40% 14.11% 13.13% 13.15% 13.05% 13.94% 14.76
9 R. xiphophori 12.25% 9.13% 6.96% 5.69% 7.51% 8.59% 8.73%  12.98%

Cuadro 8. Divergencias genéticas entre las secuencias del marcador COX17 obtenidas entre
poblaciones de las especies Rhabdochona ictaluriy Rhabdochona kidderi. Los colores indican la
localidad Cenote Choo-ha y el Cenote Punta Laguna, Quintana Roo.

1 3 4 5 6 7 8 9
1 R. kidderi
2 R. kidderi 3.91%
3 R. kidderi 0.00% 3.88%
4 R. ictaluri 12.31% 12.31% 11.43%
5 R. ictaluri 12.48% 12.30% 11.49% 0.00%
6 R. ictaluri 12.30% 12.30% 10.91% 0.19% 0.18%
7 R. ictaluri 12.14% 12.14% 11.09% 0.00% 0.00% 0.18%
8 R. ictaluri 12.48% 12.30% 11.49% 0.00% 0.00% 0.18% 0.00%
9 Spinitectus 13.45% 13.42% 13.43% 12.88% 14.06% 13.73% 13.57% 14.06%
sp. 1
10 Spinitectus | 14.59% 14.59% 15.18% 15.79% 15.79% 16.07% 15.87% 15.79% 8.37%

sp. 2
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Discusion

Las especies son las unidades basicas de la mayor parte de los estudios
biolégicos, sin embargo, la delimitacion de especies es un tema sumamente
complejo y controversial (Mayden, 1997; Sites y Marshall, 2004; de Queiroz,
2007; Mckay et al., 2013). Al respecto, se han realizado numerosas propuestas
de lo que es una especie y la forma adecuada de delimitarlas (Templeton, 1989;
de Queiroz, 2007). Sin embargo, dichas propuestas pueden presentar un escaso
significado tedrico, una complejidad tedrica dificil de aplicar a la realidad o bien,
puede estar influenciada por la preconcepcién que tienen de los taxénomos
sobre los sistemas bioldgicos que estudian (Hull, 1997; Hey, 2001).

Para tratar de reducir esta problematica, se ha propuesto que la
taxonomia sea integrativa, es decir, que la delimitacion de especies sea basada
en distintas fuentes de evidencia como datos morfolégicos, ecologicos,
biogeograficos y moleculares (Dayrat, 2005). En este sentido, la problematica
taxonomica derivada de la hipotesis de que las especie Rhabdochona ictaluri'y
Rhabdochona kidderi se tratan de una misma identidad biolégica (Moravec et al.,
2012), se aborda por primera vez bajo un contexto integrativo.

Esta hipodtesis esta fundamentada en las observaciones realizadas por
Moravec y sus colaboradores para algunos ejemplares de R. kidderi, es
importante sefalar que presenta algunas problematicas. El problema principal
reside en que la sinonimia no fue basada en una comparacion con los
ejemplares tipo de R. ictaluri, depositados en la Coleccidén Nacional de Helmintos

(CNHE-6550 y 6551) para establecer posibles similitudes entre los organismos
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(Moravec et al.,, 2012). De acuerdo con estos autores, los caracteres
diagnosticos utilizados por Aguilar-Aguilar et al. (2010) para la descripcion de R.
ictaluri (como la presencia de dientes basales en el prostoma, la ausencia de
una barba dorsal en la espicula izquierda y la relacion longitudinal entre las
espiculas) no son suficientes para considerarla una nueva especie, debido a que
en algunas poblaciones, la especie R. kidderi presenta caracteres similares
producto de su variabilidad morfolégica (Moravec et al., 2012).

Los resultados de la caracterizacién morfologica realizada en el presente
trabajo corroboran que la diferencia mas evidente entre ambas especies es la
presencia de dientes basales en el prostoma de R. ictaluri y la ausencia de estos
en R. kidderi, como lo habia registrado Aguilar-Aguilar et al. (2010). Otras
caracteristicas contrastantes observadas son el tamafio de los organismos,
siendo R. kidderi mas pequefa que R. ictaluri; la presencia de un area rugosa en
la regidn subecuatorial del cuerpo de R. ictaluri (ausente en R. kidderi); asi como
en el numero y tamafno de los huevos en las hembras (siendo numerosos y de
menor tamafo respecto al cuerpo en R. ictaluri y poco numerosos y grandes en
R. kidderi).

Para reducir el impacto que la subjetividad en la diferenciacion
morfolégica pueda causar, se han utilizado distintos analisis estadisticos como
los métodos multivariados que incluyen a los analisis de discriminantes, de
componentes principales o el candnico de discriminantes, ya que permiten
comparar entre conjuntos de datos y evidenciar las diferencias o similitudes a

través de un valor de significancia (Albrecht, 1980; Cheng et al., 2005; Mazur et
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al., 2010; Hernandez-Mena et al., 2013; Sereno-Uribe et al., 2013; Egan, 2015).
Los resultados obtenidos en el presente estudio del analisis de discriminante y
de componentes principales permitieron reconocer que ambas especies son
significativamente diferentes, con lo que se corrobora que R. ictaluri es
morfolégicamente diferenciable de R. kidderi, lo cual contradice la propuesta de
Moravec et al. (2012).

A la par del analisis morfolégico, se ha propuesto que el uso de
marcadores moleculares es fundamental para la clasificacion y el reconocimiento
de especies en un contexto integrativo (Dayrat, 2005; Will et al., 2005; Schlick-
Steiner et al., 2009; Pante et al., 2015). Esto se debe a que aportan informacién
cuantificable que permite detectar las variaciones genéticas, entre poblaciones
de organismos y entre especies, que posiblemente estén siendo ignoradas por
una morfologia relativamente constante (Avise, 2004; Dayrat, 2005; Hey, 2006;
Nadler y Pérez-Ponce de Leodn, 2011) o por una evaluacion equivoca o ambigua
al comprar entre los organismos (Ledn-Regagnon et al., 1999; Hawkins, 2000;
Wiens y Servedio, 2000; McKay et al., 2013). Actualmente existen numerosos
trabajos que apoyan esta idea (ver Pante et al., 2015 y las referencias que ahi
se citan).

A pesar de que para la diferenciacion molecular de especies se prefiere el
uso de distintos tipos de marcadores moleculares como mitocondriales,
nucleares y ribosomales (Huang et al., 2008; Moura et al., 2008; Eberhardt,
2010; Satler et al., 2013), el uso de marcadores mitocondriales como COX7 ha

demostrado ser util para distinguir de manera confiable entre especies
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estrechamente relacionadas debido a que presenta una tasa de sustitucion
elevada (Hebert et al., 2003; Oceguera-Figueroa et al., 2005; Steinauer et al.,
2007; Luo et al.,, 2011; Alcantar-Escalera et al., 2013). En el caso de los
nematodos, se ha propuesto que el uso de este marcador se prefiere sobre otros
mas conservados como los nucleares (Blouin, 2002; Singh et al., 2015).

Si bien no existe un valor establecido de diversidad genética que permita
establecer hasta qué punto una especie es diferenciable de otra, diversos
trabajos han encontrado un umbral de valores diverso para el porcentaje de
divergencia de COX1, que va desde el 2% en el caso de aves y lepidépteros
(Hebert et al., 2004; Janzen et al., 2005) hasta el 10% en holoturidos (Uthicke et
al., 2010). En el caso de los nematodos parasitos, el porcentaje de divergencia
del marcador COX7 encontrado en estudios que abordan la diferenciacion
molecular de especies es mayor al 6% (Blouin, 1998; Nakano et al., 2006;
Soldérzano-Garcia et al., 2016; Singh et al., 2015; Chaudhary et al., 2017). En
este sentido, los bajos valores de divergencia encontrados entre secuencias
pertenecientes a la misma morfoespecie (de 0 a 4.8%) y altos entre secuencias
de distintas morfoespecies (de 6.8 a 14.24%) indican que se tiene una identidad,
tanto morfolégica como genética, para cada una de las especies incluidas en el
presente estudio (con excepcidn de R. canadensis). En el caso particular de R.
kidderi, el porcentaje de divergencia obtenido con respecto a especies cuya
diferenciacion morfolégica no representa ninguna problematica taxondmica
como R. ahuehuellensis (9.59%) y R. xiphophori (9.13%) es incluso menor al

resultante de la comparacion con R. ictaluri (11.97%). Estos resultados dan
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mayor apoyo al hecho de que R. ictaluri es una especie valida ya que presenta
una divergencia mayor al 10% con respecto a R. kidderi.

Ademas de los datos de divergencia genética, los arboles filogenéticos
inferidos con maxima verosimilitud e inferencia bayesiana mostraron clados
independientes para las secuencias de distintas poblaciones del género
Rhabdochona utilizadas en el presente estudio. Aunque en el arbol de maxima
verosimilitud las especies R. ictaluri y R. kidderi se agrupan dentro del mismo
clado, las secuencias individuales para cada una de estas especies se
mantienen separadas, es decir, que tienen una identidad que permite
diferenciarlas como especies independientes. Es importante mencionar que la
politomia presente en el cladograma obtenido a través de inferencia bayesiana
puede atribuirse al efecto de un pobre muestreo de las poblaciones del género
Rhabdochona en nuestro pais. Aun asi, a pesar de la politomia basal, cada
grupo de secuencias mantiene cohesion de acuerdo con las morfoespecies a las
que fueron asignadas.

La cohesidn fenotipica y genética encontrada entre las especies
comparadas en el presente estudio, parece responder al aislamiento genético
producto de barreras ecoldgicas y biogeograficas (Templeton, 1989). En el caso
de helmintos asociados a peces dulceacuicolas, la diversificacion de los
parasitos ha sido relacionada con el aislamiento geografico y ecoldégico de los
huéspedes (Pérez-Ponce de Ledn y Choudhury, 2005; 2010; Mejia-Madrid et al.,
2007a, b; Alcantar-Escalera et al., 2013; Martinez-Aquino et al., 2013; 2014;

Sereno-Uribe et al., 2013; Pérez-Ponce de Ledn et al., 2016). En este sentido, el
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hecho de que la especie R. ictaluri ha sido registrada unicamente en huéspedes
con afinidad neartica como lo son los miembros de la familia Ictaluridae (Mayden
et al., 1992; Pérez-Ponce de Leon y Choudhury, 2002; Helfman et al., 2009;
Miller, 2010), mientras que R. kidderi ha sido registrada predominantemente en
huéspedes con una marcada afinidad neotropical como miembros de las familias
Cichlidae y Heptapteridae (Mayden, 1992; Helfman et al., 2009; Miller et al.,
2010), sugiere que las barreras biogeograficas y ecologicas podrian estar
relacionadas con las diferencias encontradas entre R. kidderi y R. ictaluri; sin

embargo, se requieren mas estudios para esclarecerlo.
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CONCLUSIONES

* El analisis integrativo de poblaciones de Rhabdochona kidderi y Rhabdochona
ictaluri distribuidas en la region neotropical y la region neartica muestra un alto
porcentaje de divergencia genética que permitié diferenciarlas delimitar ambas
especies.

* Los caracteres morfoldégicos empleados por Aguilar-Aguilar et al. (2010) para la
descripcion de R. ictaluri son informativos para reconocer esta especie como
valida.

* Se requieren mas estudios para esclarecer el origen, evolucién y diversificacion
del género Rhabdochona en ambas regiones biogeograficas.

* La inclusion de evidencia derivada de diferentes fuentes de informacion es muy
util para delimitar especies y reducir el impacto de evaluaciones equivocas

basadas en caracteres morfologicos.
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