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RESUMEN

En este estudio se secuencid6 DNA de los genes ribosomales 28S y 5.8S y de los
espaciadores transcriptores internos ITS 1 e ITS 2, para la identificacion de cercarias
(estadios larvarios de trematodos) (Platyhelminthes). Se secuenciaron 30 cercarias
obtenidas de caracoles Physella cubensis cubensis infectados naturalmente y recolectados
en el Lago de Patzcuaro, Michoacdn, México en Diciembre de 2002. Las cercarias se
obtuvieron por estimulacion de los caracoles por exposicion a una fuente luminosa. Un
nimero de cercarias fueron fijadas y procesadas para hacer preparaciones totales
microscopicas permanentes montadas en balsamo de Canada para realizar estudios
morfométricos; otra parte se conservé en alcohol etilico absoluto para su estudio molecular.
El estudio morfométrico de la cercaria permitié su identificacion por comparacion con las
descripciones publicadas. La secuencia molecular confirm¢é la identidad del adulto del
trematodo Glypthelmins quieta (Stafford, 1900) Stafford, 1905. La secuencia molecular de
la cercaria mostrd 100% de identidad con las secuencias de los ejemplares adultos
disponibles en el Genbank. Ademas se obtuvieron una region mas amplia del espaciador
ITS 1 para Glypthelmins quieta y la secuencia del caracol Physella cubensis cubensis. El
uso de técnicas moleculares constituye una herramienta util para la identificacion de formas
larvarias de helmintos pardsitos. Las técnicas moleculares aportan confiabilidad y son

practicas para aplicar a cualquier grupo.



INTRODUCCION

La identificaciébn de helmintos pardsitos (platelmintos, acantocéfalos y
nemdtodos) se basa en las caracteristicas anatémicas de los organismos adultos. Esto
plantea enormes dificultades cuando se trata de determinar a nivel de especie a las
formas larvarias (Prokopic y Krivanec, 1974) ya que los esquemas de clasificacion estin
en las caracteristicas morfoldgicas de los adultos y en los estadios larvarios tales rasgos
no estan suficientemente desarrollados. Ante la necesidad de identificar formas larvarias
se hace imperativo completar el ciclo de vida del pardsito para obtener las formas
adultas. En todo caso, solo las formas larvarias bien conocidas podian ser identificadas
sin manejos subsecuentes; y esto no garantiza al 100% una identificacion inequivoca.

Recientemente, el uso de andlisis moleculares basados en la secuencia de DNA
han contribuido a eliminar esta problematica y resolver problemas de identificaciéon
taxondmica, proporcionando ademas datos para el desarrollo de andlisis filogenético. La
utilizacion de datos moleculares ayuda a la identificacion de parésitos y asi también
posibilita otros estudios sistematicos (Gasser, 1999). La identificacion inequivoca de
especies se apoya actualmente en el andlisis molecular de la variacién genética en genes
muy conservados o bien con el estudio de regiones que varian ampliamente (Gasser,
2001).

Las técnicas moleculares constituyen actualmente una herramienta valiosa para
la identificacion de helmintos en estadios tempranos de su desarrollo ontogenético. Las
técnicas de secuenciacion molecular y los andlisis genotipicos son muy efectivos para
relacionar los estadios larvarios con adultos. Haciendo una comparacion de los datos
moleculares resultantes se podré4 determinar a la forma adulta que corresponde, siempre

y cuando existan secuencias de los organismos registradas en los bancos de genes.



Desde 1991 se han empleado las técnicas moleculares para la determinacion
taxonémica de helmintos parasitos (Luton et al., 1992). En 1996, McManus y Bowles
aplicaron técnicas moleculares como alternativa para determinar taxondémicamente y
estudiar la filogenia de parasitos adultos de interés humano como Ascaris lumbricoides
(Nematoda) o Echinoparyvphium recurvatum (Digenea).

Muchos animales silvestres acuaticos albergan helmintos parésitos como formas
larvarias. Por ejemplo; las comunidades de helmintos parasitos de peces dulceacuicolas de
Meéxico incluyen entre el 30 al 50% de especies de helmintos en estadios larvarios
(Salgado-Maldonado, 2001a, 2001b; 2004). Lo mismo puede argumentarse respecto a los
helmintos de anfibios. Esto plantea una fuerte problematica para la identificacion

taxonomica de estas especies.

Antecedentes

El estudio morfologico de cercarias permite describir y relacionar estas fases
larvarias con sus correspondientes especies de trematodos adultos. Sin embargo, en
ocasiones las cercarias se han descrito como especie nueva sin relacionarlas o identificar su
correspondencia con un adulto (Smyth y Smyth, 1980).

En México se han desarrollado estudios morfologicos de cercarias y de ciclos de
vida de trematodos. Recientemente se describieron las cercarias de Ochetosoma
brevicaecum (Caballero y Caballero. 1941) y Posthodiplostomum minimum (MacCallum,
1921) que infectan de forma natural a los caracoles Physella cubensis cubensis en el Lago
de Patzcuaro, Michoacdn, México: con ellos se logré completar el ciclo de vida en
condiciones de laboratorio (Sereno-Uribe, 2003). Scholz et al. (2000) y Ditrich et al. (1997)

presentaron una revision de los estudios taxonomicos de estadios larvarios asi como de



ciclos de vida y de especies de trematodos estudiados en México, incluyeron hospederos
tanto acudticos como terrestres.

Notamos que existen estudios incompletos, que describen y denominan las
cercarias, pero no identifican los adultos; por ejemplo Xiphidiocercaria tipo I y II de
Plagiorchiidae (Scholz et al., 2000; Ditrich et al., 1997). Asi también la cercaria descrita
como Xiphidiocercaria mexica (Caballero y Caballero et al, 1961) o la Cercaria
patzcuarensis (Caballero y Caballero et al., 1961) encontrada en Physa mexicana, causante
de la dermatitis en el Lago de Patzcuaro, se describié como especie nueva.

Si bien, se ha profundizado en estudios de ciclos de vida y estadios larvarios que se
encuentran en cuerpos de agua de México, en muchos casos no se ha podido completar la
caracterizacion del adulto al que corresponde, dejando tan solo la descripcion de la cercaria.

La orientaciéon de describir formas larvarias dandoles incluso categoria taxondmica
de nuevas especies, no solo se presentan en México sino en el mundo. Como el caso de la
Cercaria haplocoecum (Ogata, 1943) obtenida del caracol marino Assiminae japonica
descrita en Japon y la Cercaria kuwaitae descrita en Kuwait como una nueva especie de la
familia Haplosplanchidae, recolectada del caracol Cerithidae cingulata (Gmelin, 1790)
(Abdul-Salam y Sreelatha, 1995).

La descripcion morfolégica de las formas larvarias no es suficiente. Es esencial
completar el ciclo biologico de los helmintos para la caracterizacion biolégica y poder
relacionar las formas adultas con las larvas. Actualmente, podemos recurrir a la aplicacion
de técnicas moleculares para determinar la identidad de estadios larvarios cuando no es
posible completar el ciclo de vida para obtener formas adultas del pardsito, o como
complemento a este desarrollo. Para esto es esencial contar con secuencias moleculares de

las distintas especies.



La técnica mas utilizada es la de secuenciacion de DNA (McDonnel et al., 2000;
Morgan y Blair, 1998; McManus y Bowles, 1996). Los datos de las secuencias de
nucledtidos representan gran potencial para la investigacion taxonémica y filogenética en
todos los grupos de organismo, por ejemplo en los nemétodos parasitos (Nadler, 1992). En
el DNA hay regiones que evolucionan lentamente y otras que lo hacen mas rdapidamente
(Unnasch y Zimmerman, 1995). Los genes que han sido utilizados para el analisis
molecular son en su mayoria genes nucleares, mitocondriales, del citocromo C o DNA
ribosomales, para andlisis de relacidén entre especies muy cercanas (Johnson et al., 1993) o
especies muy lejanas a nivel de Clase o Phylum (Campos et al.. 1998). Los genes de las
subunidades ribosomales, como los que se emplean en este trabajo poseen regiones muy
conservadas como es el gen 28S y otras que son altamente variables como los espaciadores
ITS’s. Son genes que se repiten con frecuencia en el genoma de todos los organismos
Eucariontes (~100 copias) lo que facilita la caracterizacién y deteccion del mismo. Las
secuencias obtenidas de diversas especies se comparan entre si para observar similitudes v
diferencias interespecificas. Los estudios filogenéticos basados en genes de la subunidad
ribosomal han resultado exitosos, ya que son genes muy conservados, que a lo largo de la
historia han evolucionado muy poco y que nos proveen de informacion especifica de
organismos cuya genética ha variado poco o casi nada. De esta forma los resultados

moleculares son de gran ayuda en las clasificaciones y completan los datos morfolégicos.



Los genes ribosomales codifican para las moléculas de rDNA y estan presentes en el
genoma nuclear de todos los organismos eucariontes; generalmente estin subdivididos en
tres regiones codificantes gen 18S. 5.85 y 28S. Los ITS’s (espaciadores transcritos
internos) son marcadores muy variados del rDNA. E1ITS 1 se localiza entre el gen 18S y el

5.8S: el ITS 2 se ubica entre los genes 5.8S y 28S (Hillis y Dixon, 1991) (Fig. 1).

ITS-1  ITS-2
ETS 18S \ 58S/ 28S

Fig. | Mapa del rDNA nuclear tomado de Hillis v Dixon. 1991: donde ETS espaciador trascrito externo: 18S.
5.8S y 28S genes; ITS | e ITS 2 espaciadores trascritos internos.

Estos espaciadores permiten distinguir diferencias entre especies, incluyendo
estadios larvarios de invertebrados. De esta forma el analisis genotipico utilizando el DNA
brinda una excelente alternativa para la identificacion taxonémica de las especies (Gasser,
2001; Leon-Régagnon et al., 2001; Almeida-Artigas et al., 2000; Jousson et al., 1999, 1998;
Cribb et al., 1998; Leon- Luton et al., 1992).

Dentro de las regiones no codificantes se han utilizado las regiones ITS 1 e ITS 2
para distinguir parasitos congénericos y a menudo indistinguibles morfologicamente ya que
estas regiones al contrario de las regiones codificantes 18S, 5.8S y 28S, presentan gran
variacion genética a lo largo del tiempo (Almeyda-Artigas et al., 2000; Leon-Régagnon et.
al., 1999; Hoste et al., 1998; Chilton et al., 1997, 1995; Campbell et al., 1995; Nadler et al.,

1995 Nadler, 1990).



Algunas cercarias, particularmente de especies de trematodos de interés economico
y médico-epidemiolégico han sido estudiadas morfoldégicamente y también con técnicas
moleculares, por ejemplo la cercaria de Schistosoma mansoni (Sambon, 1907) (DeMarco
et al., 2003; Shabaan et al., 2003: Thiengo et al., 2002; Ivanchenko et al., 1999). Existe
ademas, gran interés por secuenciar otras regiones y genes para futuros estudios,
principalmente ecoldgicos o taxondmicos (Obwaller et al., 2001).

También se han hecho estudios moleculares en estadios larvarios de las familias
Opercoelidae (Trematoda: Digenea) y Mesometridae (Poche, 1926). Se han utilizado
cercarias para estudios comparativos de caracteres morfologicos y técnicas moleculares
para comparar las cercarias con estadios adultos. Algunas cercarias de estas familias fueron
identificadas a través de las secuencias moleculares, utilizando los genes 28S y 18S al igual
que con la regién de los espaciadores del gen 5.88S, se utilizaron para clasificar especies de
cercarias dentro de la misma familia. Los resultados mostraron como resultado 100% de
identidad en la comparacion de estadios larvarios con adultos (Jousson et al. 1999, 1998).

En México se han hecho estudios moleculares de helmintos parasitos adultos para la
elaboracion de drboles filogenéticos (Ledn-Régagnon et al., 2001; Martinez-Salazar, 2001;
Leon-Regagnon et al., 1999; Razo-Mendivil, 1998). Sin embargo, no se han hecho estudios
para identificar molecularmente los estadios larvarios de helmintos de especies de animales

silvestres.



El género Glypthelmins

El género fue propuesto por Stafford en 1905 para incluir a Distomun quietum
Stafford, 1900, tremétodo parasito del intestino de Rana catesbeiana, (Shaw, 1802), Rana
virescens (Kalm, 1878) e Hyla pickringii (Holb, 1890) en Canada. La especie tipo es

Glypthelmins quieta (Stafford, 1900) Stafford, 1905.

Phylum: Platyhelminthes
Clase: Digenea
Orden: Plagiorchiidae
Familia: Macroderoididae

Especie: Glypthelmins quieta

Actualmente se reconocen 10 especies dentro del género Glyprhelmins (Razo-
Mendivil, 2004 en prensa). La mayoria de ellas especies se encuentran distribuidas en el
Continente Americano, desde Canada hasta Argentina; solo 2 especies del género se han
identificado en Japdn y otra mas en la ex Union Soviética.

Glypthelmins quieta es una especie comuin y ampliamente distribuida en el
Continente Americano. Se encuentran en el sur de Michigan en Rana sylvatica (Muzzall y
Peebles, 1991) y con abundancia en el noroeste de Estados Unidos (Goldberg et al., 2000)
en los estados de Colorado, Kansas, Nebraska y Texas colindando en los limites con

Meéxico (Fig. 2).



En México se han reportado adultos de Glypthelmins quieta en el noroeste de
Sonora (Bursey y Goldberg, 2001) en Rana magnaocularis y Rana tarahumarae en Sonora
y Sinaloa (Goldberg y Bursey, 2002). En Rana dunni en el Lago de Pétzcuaro (Razo-
Mendivil, et al., 1999; Pulido, 1994) y Lago de Zacapu, Michoacdn (Razo-Mendivil, et al.,
1999). En Rana megapoda en el Lago de Cuitzeo asi como en los manantiales de Cointzio,
Michoacén (Razo-Mendivil, et al., 1999) en Rana montezumae en la Ciénaga de Lerma y
San Pedro Tlaltizapan, Estado de México (Razo-Mendivil. et al.. 1999: Leon-Régagnon,
1992) en el Lago de Texcoco y Lago de Xochimilco, Estado de México (Iglesias, 1992 en
Lamothe-Argumedo et al., 1997) y en Rana neovolcanica en los manantiales de Cointzio.

Michoacén (Pérez-Ponce de Ledn, et al., 2000).
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Fig. 2 Distribucion geografica de Glypthelmins quieta en el continente Americano; N. Nebraska, K. Kansas,
C. Colorado, T. Texas, en Estados Unidos; LX. Lago de Texcoco, CL. Ciénaga de Lerma, Estado de México
MC. Manantiales de Cointzio, LP. Lago de Patzcuaro, LZ. Lago de Zacapu, Michoacin; S. Sonora, Si.

Sinaloa, México.
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Ciclo de vida

El ciclo de vida de Glypthelmins quieta incluye dos hospederos intermediarios, un
caracol y un anfibio (en algunos casos puede ser un reptil) y un hospedero definitivo
anfibio (Yamaguti, 1975).

Los trematodos adultos depositan sus huevos en el agua con las heces del
hospedero. Al ser ingeridos por los caracoles (Gasteropoda: Physidae), que son el primer
hospedero intermediario se desarrollan las fases intramolusco (miracidio, esporocisto hijo,
esporocisto madre y cercaria). Las cercarias emergen del caracol, penetran activamente y se
enquistan en la piel de los renacuajos anfibios que son el segundo hospedero intermediario;
proceso en el cual pierde la cola dando lugar a la metacercaria.

Con el tiempo, la biologia del anfibio dara paso a la metamorfosis con un cambio de
piel y se convertira en un anfibio adulto que se alimentara de su misma muda ingiriendo a
su vez a la metacercaria. Una vez ingerida, la metacercaria sale del quiste y se convierte en
adulto, se alojara en el intestino o estomago del anfibio adulto. Siendo este su hospedero
definitivo, el adulto deposita sus huevos que el hospedero desecha en las heces.

completando su ciclo biolégico (Fig. 3).



C

%

8

Hospedern
intermediario

lloﬂ)tdtfo

\L[\\’ definitive

Fig. 3 Ciclo de vida de Glypthelmins quieta; a. miracidio, b. esporocisto madre con 34 dias de evolucion, c.
tracto digestivo del caracol Physa gyrina con esporocistos madre adheridos, d. esporocisto hijo con varias
cercarias desarrolladas en su interior, e. cercaria, f. adulto. Tomado de Yamaguti, 1975.



Andlisis moleculares

La aplicacion de técnicas moleculares en estudios de identificacion, clasificacion y
filogenia de organismos ha sido de gran utilidad para complementar datos morfologicos, asi
como para resolver otras interrogantes relacionadas, cuando los caracteres morfologicos no
son suficientes. La idea de integrar caracteres moleculares a partir de secuencias de los
genes ribosomales y sus espaciadores internos se debe a que las secuencias son utiles para
resolver problemas taxondémicos aportando informacion intrinseca del organismo, su
evolucion y relacion con otros organismos.

Ya se han publicado con anterioridad secuencias moleculares de especie del género
Glypthelmins (Razo-Mendivil et al., 2004; Olson et al., 2003). En particular estas
secuencias han sido obtenidos a partir de formas adultas, asi Razo-Mendivil en 2004 obtuvo
la secuencia molecular de Glypthelmins quieta para hacer un andlisis filogenético del

género Glypthelmins, siendo esto lo Unico reportado para el género.



Objetivo general
Identificar y describir a la cercaria que emerge del caracol Physella cubensis
cubensis parasitado naturalmente. del Lago de Patzcuaro, Michoacan caracterizarla

morfolégicamente y molecularmente.

Objetivos particulares

Describir la morfologia de la cercaria con técnicas de microscopia Optica y
microscopio electronico de barrido (MEB).

Caracterizar la cercaria molecularmente mediante secuenciacion de los genes
ribosomales 28S y 5.8S junto con sus espaciadores ITS 1 e ITS 2.

Comparar los datos morfologicos con los datos ya publicados de esta especie para
explorar la identificacion de la especie.

Comparar la composicion genética del parasito en estadios larvari_os con los datos

ya existentes en el banco genético (Genbank).



METODOLOGIA
Recoleccion de caracoles

Se recolectaron caracoles manualmente entre Septiembre de 2001 y Diciembre de
2002, en los margenes del Lago de Patzcuaro, Michoacan (192 43"y 19° 32' N y 101° 32'-
101° 42" W). Las colectas se realizaron una vez por mes. excepto en los meses de Mayo a
Agosto. En total se colectaron 2100 caracoles de la especie Physella cubensis cubensis

(Physidae).

Obtencion de las cercarias

Los caracoles fueron traslados al laboratorio, se mantuvieron en frascos con agua
del medio, aereados y a temperatura ambiente durante las 48 hrs posteriores a su captura.
En el laboratorio se colocaron individualmente en tubos de ensayo con 20 ml de agua
filtrada de la localidad. Se estimularon para obtener las cercarias exponiéndolas a
iluminacion eléctrica directa por un foco de 75W a una distancia de 15 cm (Sereno-Uribe,
2001).

Por inspeccion simple visual, se identificaron los tubos de ensayo de caracoles
positivos que contenian cercarias. Las cercarias se aislaron mediante pipetas Pasteur para
colocarlas en cajas de Petri con agua del medio. Se hicieron preparaciones temporales para
observar al microscopio y estudiar la morfologia de las cercarias. Los caracoles fueron
examinados por compresion entre dos vidrios; se puso especial cuidado en la observacion
del hepatopancreas. En los casos positivos, las formas intramolusco se aislaron en cajas de

Petri en solucion salina 0.75%. Posteriormente se fijaron con formol 4% caliente.
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Algunas cercarias se fijaron con formol 4% caliente para su procesamiento de
tincion y montaje para hacer con ellas preparaciones permanentes. Otras cercarias se fijaron
con alcohol etilico al 96% para su estudio molecular y se conservaron posteriormente en

alcohol etilico absoluto hasta el momento de su procesamiento.

Procesamiento de las cercarias para su estudio morfométrico y microscopia electronica

Las cercarias fijadas en formol 4 % se lavaron y conservaron en alcohol 70% hasta
su procesamiento. Primero se tifieron con Paracarmin de Mayer, se lavaron en alcohol 70%
y se diferenciaron en alcohol acidulado (al 2% con HCI); nuevamente se lavaron en alcohol
70% y se deshidrataron en una serie de alcoholes graduales, 70%, 80%, 90% y 96% (10
minutos en cada cambio) hasta alcohol etilico 100%, 20 minutos. Se aclararon con
salicilato de metilo y se montaron en Balsamo de Canada para hacer preparaciones
permanente para microscopio.

Otras cercarias fijadas en formol 4% se lavaron dos veces en solucion salina al
0.75% durante 2 minutos cada vez, después se colocaron en una solucion 0.04ul de 0,0,
(Tetraoxido de Osmio) mas 3.96pl de solucion salina al 0.75% para hacer un volumen total
de 4 pl, se dejo reposar durante 1. 30 hrs en frio, de nuevo se hicieron dos lavados en
solucion salina al 0.75% durante 2 minutos cada uno. Las cercarias se deshidrataron en una
serie de alcoholes graduales, 10%, 30%, 50%, 70% y 90% (15 minutos en cada cambio)
hasta alcohol etilico 100% dos cambio de | hr cada uno. Las cercarias se deshidrataron en
una camara al vacio para llegar al punto critico, se colocaron e¢n un portaobjetos de
aluminio donde se pego se adhirieron con cinta carbon por ambos lados, después se

cubrieron con oro para su observacion al microscopio electronico.



Extraccion de DNA de las cercarias

Las cercarias fijadas con alcohol etilico de 96% y conservadas en alcohol etilico 100%

se procesaron para extraer su DNA genomico total utilizando el Kit DNcasy'['M (QIAGEN)

para extraccion de DNA de tejidos. Se eligio este método porque permite el aislamiento

total y rapido del DNA, dejandolo libre de contaminantes ¢ inhibidores enzimaticos, va que

se utilizan columnas de intercambio ionico. El procedimiento de extraccion se realizo

COmMoO se enuncia a continuacion:

I.

2.

11.

1Z;

Se colocaron 10 cercarias conservadas en alcohol absoluto en un tubo de 1.5 ml

Se retird la mayor parte de alcohol con una pipeta y el resto de alcohol se seco en un
concentrador al vacio

Se agregaron 100 pul de agua destilada para lavar la muestra. se agito suavemente para
mezclar

Se centrifugd con un minimo de agua, a 13 200 rpm durante 10 minutos

Se retird la mayor cantidad de agua posible utilizando una pipeta

El tubo con la muestra se coloco en el ultracongelador a -73 °C durante 10 minutos
junto con el micropistilo; posteriormente se molié la muestra con el micropistilo

Al tubo con la muestra triturada se le agregaron 180ul de buffer ATL y 20ul de
Proteinasa K (15mg/ml)

La muestra se homogenizo en el vortex

Se coloco el tubo en un bloque térmico a 56 °C durante 40 minutos

.Una vez retirado del bloque, se agregaron 4pl de RNAsa mezclando durante 13

segundos en el vortex, se dejo reposar 2 minutos a temperatura ambiente
Se agregaron 200u1 de buffer AL mezclando en el vortex para homogenizar la muestra

Se coloco en bafio maria a 70 °C durante 10 minutos



18.

19.

20.

21.

. Se agregaron 200p1 de etanol al 100% y se mezclo en el vortex

. Todo el contenido del tubo se paso, con ayuda de una pipeta, a una columna de

intercambio i6nico que se encuentra dentro del tubo de colecta

. Se centrifugé por 1 minuto a 8 000 rpm y se desecho lo colectado en el tubo de colecta

. Se agregaron 500ul de buffer AW1 a la columna y se centrifugé a 8 000 rpm durante 1

minuto, desechando el contenido del tubo de colecta

. Se agregaron 500ul de buffer AW2 y se centrifugo por 3 minutos a 13 2000 rpm. se

desecho lo colectado en el tubo de colecta

En un tubo limpio de 2 ml se coloco la columna y se agregaron 200ul de buffer AE
dejando reposar por | minuto

Se centrifugo a 8 000 rpm por | minuto

Nuevamente se coloco la columna en el tubo de 2 ml y se agregaron 200ul de buffer AE
a la columna dejando reposar por 1 minuto

Se centrifugo a 8 000 rpm por 1 minuto

Siguiendo el mismo procedimiento se extrajo el DNA de otras 2 series de 10 cercarias

en cada tubo de 1.5 ml. También se extrajo DNA del tejido del caracol para comparar con

los resultados. Se utilizo el mismo kit y se siguio el procedimiento anterior desde el paso 6.

Las extracciones obtenidas se corrieron en un gel de agarosa al 1% (TBE 1x) a 110 V

por 20 minutos.



Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se amplifico la region ITS 1-5.8s-1TS 2 y el gen 28s. Para la amplificacion del gen 28s
ribosomal se utilizaron los oligonucleotidos NRy 5 -CTA ACC AGG ATT CCC TCA
GTA ACG GCG AGT- 3’ (ida) NRz 5" -AGA CTC CTT GGT CCG TGT TTC AGG AC-
3’ (regreso) (Hillis y Dixon, 1991); 28sa (ida) 5' -GAC CCG TCT TGA AAC ACG GA- 3’
y 28sb (regreso) 5' -TCG GAA GGA ACC AGC TAC- 3’ (proporcionados por la Dra.
Gabriela Parra, Laboratorio de Herpetologia, Instituto de Biologia, UNAM). La region ITS
1 y 5.8s5-ITS 2 se amplifico utilizando el oligonucledtido Nay 5 -GTC GTA ACA AGG
TTT CCG TA- 3' (ida) y Naz 5’ -TAT GCT TAA ATT CAG CGG GT- 3’ (regreso) (Luton
et al, 1992).

Para la amplificacion se utilizaron 1pl de cada DNA. 1ul de cada oligonucleotido
(10pmol/ul), Sul buffer 10x, 1ul dNTP’s, 0.25ul Taq, 2.5ul MgCL; y lo correspondiente de
agua destilada para llevar a un volumen final de 50 pl. Se utilizo el kit Taq Core PCR. La
reaccion se llevo a cabo en una termocicladora Applied Biosystems modelo 9700.

Para amplificar la region 28s se uso con el siguiente programa:

92 °C, 1 min.; 32 ciclos de 92°C, 30 seg., 50 °C, 30 seg., 72 °C, 1 min.; extension final
a 72 °C por 4 min.

Para la region ITS 1-5.8s-ITS 2 (oligonucledtidos Nay —Naz) a 94 °C, 5 min. 30 ciclos
a 94 °C, 30 seg., 55 °C, 30 seg., 72 °C, 30 min. Una extension final a 72 °C por 7 min.

Para la otra porcion del gen 28s con los oligonucledtidos 28sa y 28sb se utilizo el

siguiente programa 94 °C, 5 min., 38 ciclos a 94 °C, 1 min.. 49 °C. | min., 72 °C, | min. Y

una extension final a 72 °C por 5 min.



Los productos obtenidos se corrieron en un gel de agarosa al 1% (TBE Ix) y se

compararon con un marcador de peso molecular de 1 Kb (Fermentas). El gel se dejo correr

en la camara de electroforesis durante 20 minutosa 110 V.

El producto de la PCR se purificd con el Kit QIAquick® (QIAGEN) siguiendo el

procedimiento que se anota :

L.

2

Se afiadio a cada producto de PCR 250ul de buffer PB y se mezclé en el vortex

. Se coloco una columna de QIAquick en un tubo de colecta de 2 ml

Se agregd la muestra en la columna QIAquick y centrifugd por 1 minuto a 12 300
rpm

Se desecho lo colectado, se puso de nuevo la columna QIAquick en el tubo de
colecta

Para lavar, se anadieron 750 ul de buffer PE a la columna QIAquick y centrifugo a
13 000 rpm durante 1 minuto

Se desecho lo colectado y se paso de nuevo a la columna QIAquick en el mismo
tubo de colecta. Se centrifugo la columna 1 minuto a velocidad maxima

Se paso la columna QIAquick a un tubo de microcentrifuga nuevo de 1.5 ml

Para eluir el DNA se agregaron 50 pl de agua destilada en el centro de la membrana

del tubo de colecta QIAquick y se centrifugo la columna por 1 minuto a 13 000 rpm

Con los productos purificados se preparo la reaccion de secuencia , utilizando el big dye

V.2 (Applied Biosystems) en un volumen final de 20pl. Se purifico con columnas

CentriSep y se secuenciaron en el secuenciador automatico modelo 310 de Applied

Biosystems. Los cromatogramas se observaron en el programa "Chromas” para comparar

con los registros del Banco Genético (Genbank: www.ncbi.nlm.nih.gov)



RESULTADOS

Las cercarias fueron obtenidas mediante la estimulacion de 2100 caracoles Physella
cubensis cubensis infectados naturalmente, de los cuales solo un caracol result6 parasitado.
Las cercarias comenzaron a emerger del caracol a las 8 hrs de estimulacion; esto se repitid
tres veces mas durante dos dias. Las cercarias se observaban a simple vista, presentando
movimientos giratorios sobre su propio eje y desplazindose de forma zigzagueante,
dirigiéndose hacia la parte superficial del agua del tubo de ensayo expuesta hacia el haz de

la luz (fotopositivas) (Fig. 4).

Fig 4 Cercaria de Givpthelmins quieta observada in vive en microscopio optico 40x.
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Descripecion morfométrica

Se baso en el estudio morfologico de cercarias vivas y otras que se fijaron y
montaron en preparaciones permanentes. Las cercarias se midieron en un analizador de

imagenes ha objetivo 40x de 15 ejemplares montados en preparaciones permanentes:

Presentan un cuerpo ovoide (Fig. 5) cubierto de espinas, el cual mide de 228-333p
(294) de largo y 81-129pn (109) de ancho. La ventosa oral esta localizada en la region
subterminal del cuerpo, mide 41-64p (53) de largo y 24-65u (54) de ancho; presenta un
estilete que mide 2-5p (4) de largo y 3-5u (4) de ancho, en la punta de la base del estilete
mide de ancho 12p. El acetabulo es mas pequefio que la ventosa oral esta situado post-
ecuatorialmente y mide 31-53p (42) de largo y 18-45u (35) de ancho. La faringe es
esférica, mide de 25 a 57p (39) de largo por 23-53p (35) de ancho. El esofago comienza a
robustecerse a partir de la faringe midiendo 35-114p (60), la bifurcacion cecal se localiza
¢n la region ecuatorial del cuerpo, poco antes del acetdbulo y en los margenes del cuerpo.
Los ciegos intestinales son robustos, se extienden hasta la region posterior del cuerpo
miden de 132-233p (174) de largo. La cola es larga y delgada, se observan constricciones
y un velo que se origina en la parte media y se extiende hasta la parte posterior de la cola
(Fig. 6) la cual mide 270-410u (350) de largo y 21-38p (32) de ancho. La longitud total de
la cercaria (cuerpo mas cola) es de 449-733p (637) (figura 5). En vivo se observaron 17

células en flama (Fig. 5) no se determino la formula flamigera.



Fig. 5 Cercaria de Glypthelmins quieta obtenida por infeccion natural del caracol Physella cubensis cubensis
observada analizador de iméagenes 40x.



Fig. 6 Fotografia en microscopio electronico de barrido de la cercaria de Ghypthelmins quieta, a.
cuerpo completo vista ventral donde se observa la ventosa oral en la parte anterior del cuerpo, el acetabulo
ubicado en la parte media del cuerpo, b. vista de la cola ubicada en la region posterior del cuerpo mostrando
claramente el velo.
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Caracterizacion molecular de la cercaria

De las regiones amplificadas se obtuvieron bandas bien definidas (Fig. 7). En el
caso de la regién 28S se observan alrededor de 500 pares de bases utilizando los
oligonucledtidos 28sa y 28sb. En la figura 7b se presenta el amplificado de la region ITS 1-
5.8S-ITS 2 con 800 pares de bases se utilizaron los oligonucledtidos NAz y NAy; y en el
caso de la figura 7c se utilizaron los oligonucledtidos NRz y NRy, presentando alrededor

de 1 500 pares de bases (region 28S).

Fig. 7 Fragmento amplificado por PCR de la region ITS 1-5.85-ITS 2 y el gen 288 para Glypthelmins quiera,
con los oligonucleotidns a. 28sa, 28sb; b. NAz, NAy: c¢. NRz, NRy: en un gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio con escala, M. marcador de peso molecular de 1k y 100b. Donde 1, 2, 3. extraccion de la
cercaria de Glypthelmins quiera, 4. extraccion de tejido del caracol Physella cubensis cubensis.

Se secuenciaron el gen 28S y 5.8S junto con los espaciadores ITS 1 e ITS 2 de la
cercarias Glypthelmins quieta obtenidas del caracol. Ademas se obtuvo la secuenciacion de
los espaciadores del tejido del caracol, para asegurarse que las muestras del parasito no se
combinaran con las del hospedero. Las secuencias fueron obtenidas en ambas direcciones
para los tres tipos de oligonucledtidos utilizados para la amplificacién, mismas que

coincidieron entre si, dando como tamafio total secuenciado alrededor de 350 pares de



bases para el gen 28S con los oligonucledtidos 28sa y 28sb. Alrededor de 800 pares de
bases con los oligonucledtidos NAz y Nay, 700 pares de bases aproximadamente para los
oligonucledtidos NRz y NRy.

Las secuencias se revisaron en el programa “Chromas™; se copiaron los archivos a
un procesador de texto para su lectura. El archivo traslado las secuencias de los ejemplares
obtenidos a la pagina del banco genético NCBI (Genbank) para analizarse y alinearse
manualmente. Las secuencias obtenidas de la cercarias se alinearon y compararon con los
datos de Glypthelmins quieta reportado en el Genbank de gen 28S y 5.8S y los espaciadores
ITS 1 e ITS 2. Se compararon 290 pares de bases para el espaciador ITS 1, 116 pares de
base para el gen 5.8S, 273 pares de bases para el espaciador ITS 2 y 345 de pares de bases
para el gen 28S como se muestra en la fig. 8.

Esta comparacion mostré 100% de identidad con las secuencias de Glypthelmins
quieta registradas con el nimero AY278049. Asi mismo se encontrd 100% de identidad
para el gen 5.85 y su espaciador ITS 2, cuando se compar6 con los datos del Genbank
nimero de registro AY278063. No se encontrd registro para el espaciador ITS 1 para

Glypthelmins quieta.
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G. quieta® GTGCAGACTA GGCTCAGCCT TTTTACGCAA AGCGTATTTT GTCAATGTGG GTTGTCATGT CCACTTCCAT
G. quieta® GCCTCGCGCG TGTATTTTTT ATTGGTAACT CGGTGCTGAG GCGTCGGTGT GGGCGTATTT TCGTAAGTGG
G. quieta® TTATACACCA ACGTTGACCT ATGTAATCCC TCTTCGGTAT CTAGACTGTT GGGAGTTATT TATTAGTTAT

G gquieta* TGGTTATACT CCC- -TTAGT ACAGTCGACC GTTCTGGGTT CGOGTGCTGAT TAAGGGGCAG CACTATCAAA

588
G. quieta* TATTCGGCTG GG GTCGATGAAG AGCGCAGCCA ACTGTGTGAA TTAATGTGAA CTGCATACTG
G quicta® - o A e i . .

G. quieta® CTTTGAACAT CGACATCTTC AACGCACATT GCGGCCATGG GTTGTCCCAT GGCCACGCCT GTCCGAGGGT
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G. quieta® CGGCTTATAA ACTATC  ACGACGCCCA ATTAGTCGTG GCTTGGGTCT TGGCCAGCTG ACATGATTCC
G quicta® : s i : Sich * :

IS 2
G quieta® CTCATATTGG TTATTGATTA TTTATTGAGG GTTGTCAGAT CTATGGCTTC TCCCTAATGT ATCCAGTTGC
G quicta® i ——

G. quieta® AACCACATAT TGGTGAATGC TTTTATGCGG GTGTGGCTGC GGAGTCGTGG CTCAATGGTT ATTTTTTATG

G. quieta® TGCGCGCTCC GTACCTTCAC CTGTACTGTT GGGTGTAACT GTTTTTATGC GAAACGCATT TTTCCTGACCTC

288
G, quieta® GGATCAGACG TGAATA CATGTGCGCG AGTCATTGGG CGTTACGAAA CCCACAGGCG AAGTGAAAGT
G. quieta® 2 S R TR e ’
G. quieta® AAAGGTCTGA CTTGTTCAGG CTGAGGTGAG ATCCTGTCGT TTCCCACGCG CGGTACTACC AAGCATCGAG
G. quieta® ; T .

G. quiera® CGGCAGGCGC CGTCCCATGG ATCACCGGCC CATTTGATTT CGGTCAGTTT TCGGTCGGGG CGGAGCATGA
(. quicta® T ; : $

G. quicta® GCGTACATGT TGAGACCCGA AAGATGGTGA ACTATGCTTG CGCAGGTTGA AGCCAGAGGA AACTCTGGTG
BAghlela®, i s vimsmm s A e e ; i

. quicta * GAGGACCGCA GCGATTCTGA CGTGCAAATC GATCGTCAAA CGTGAGTATA GGGGCGAAAG ACTAATCGAA
. quicta® : . R 5 g ; -

quieta * CCATCTAGTA
- quieta®

oo ao

Fig. 8 Alineamiento de las secuencias de la region ITS [-5.8s-ITS 2y del gen 28s de la cercaria de
Glypthelmins quieta® obtenidas en este trabajo y Glypthelmins quieta® en comparacion con las registradas en
el banco genético de NCBI. Estado idéntico a la secuenciada en el trabajo (.); delecion o insercion de pares de
bases (-). Las bases que se representan son: Adenina (A), Timina (T), Guanina (G), Citocina (C).
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DISCUSION

La identificacion taxonémica y estudios evolutivos de los trematodos se basa
primordialmente en la morfologia de los adultos, pero también en las caracteristicas de los
estadios larvarios. La descripcion incompleta de organismos o la carencia de datos sobre su
ciclo de vida conlleva a la proliferacion de datos confusos y determinacion taxondémica
incierta. Para resolver este problema es usualmente necesario completar el ciclo de vida en
condiciones de laboratorio. Sin embargo, en la mayoria de los casos, es un proceso muy
complicado y su probabilidad de éxito es circunstancial.

En este trabajo las cercarias fueron descritas con base en estudios in vivo y de
cercarias fijadas y procesadas para hacer preparaciones permanentes que se estudiaron con
microscopia oOptica y electronica de barrido. La cercaria descrita en el presente trabajo
coincide con la morfologia de la cercaria de Glypthelmins quieta (Stafford, 1900) Stafford,
1905. El ciclo de vida de esta especie fue descrito por Rankin (1944) y complementado por
Leigh y Van Cleave, 1945 y Leigh, 1946 mediante desarrollos experimentales en los que se
obtuvieron adultos.

Los datos descritos por Leigh 1946 de las cercarias de Glypthelmins quieta de las
partes mas significativas del cuerpo como son la forma y longitud, anchura del cuerpo,
longitud de la cola, y proporcion respecto de la longitud del cuerpo; la presencia del estilete
oral, las dimensiones de la ventosa oral y del acetabulo, asi como el nimero y disposicion
de las células flamigeras nos permite un amplio grado de confiabilidad respecto de esta

identificacion en comparacion con las medidas obtenidas de este trabajo (Tabla 1).
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Leigh en su trabajo no profundiza en la descripcién de la cercaria, proporcionando
pocas medidas del cuerpo que son importantes para hacer una comparacion.
Algunas veces ¢l mal procesamiento del material no permite una buena fijacion del

parasito y como consecuencia las medidas varian ampliamente.

u Leigh 1946 || Trabajo presente 2003

Largo cuerpo extendido | 576 x 196 228-333 (294)

Largo cola 30 - 60 27-41 (35)
Ventosa oral 84 41-64 (53)
Acetabulo 60 31-53 (42)

Tabla | Datos morfométricos comparativos entre 6rganos de la cercaria Glypthelmins quieta descrita por
Leigh 1946 y este trabajo.

Los resultados obtenidos por microscopia electronica de barrido no proporcionan
mucha informacion general de la cercaria, mas que a detalle se observo una discrepancia
previamente observada en el microscopio optico en el tegumento que recubre el cuerpo de
los ejemplares; presenta el cuerpo recubierto de espinas en la superficie. Estas espinas no
habian sido descritas anteriormente en las cercarias de Glypthelmins quieta o en cualquier
otra especie del mismo género. El adulto, se describe como recubierto de escamas (Fig. 9)
lo que nos sugiere que existe una amplia plasticidad de caracteres morfologicos para este
género. Se recurrieron a técnicas moleculares para corroborar la identidad del estadio

larvario con el adulto.
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Fig. 9 Fotografia en microscopio electronico de barrido mostrando las estructuras que recubren el tegumento,
a. b. Glypthelmins quieta adulto mostrando el cuerpo cubierto de escamas (proporcionadas por Ulises Razo-
Mendivil, Laboratorio de Helmintologia, Instituto de Biologia, UNAM); c. d. cercaria de Glypthelmins quieta
obtenida en este trabajo recubierta de espinas.
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Al comparar la amplificacion de la region del gen 28S y 5.8S-ITS 1 con los datos
publicados del banco genético, se confirma la identificacion de la especie. Los resultados
confirman que el gen ribosomal 28S y 5.8S sirve para distinguir especies de trematodos
Digeneos en estadios larvarios ademas de mostrarnos su historia evolutiva, ya que al ser un
gen muy conservado muestra similitudes ancestrales entre especies, en contraste con los
espaciadores, que proporcionan informacion mas reciente al ser muy variables,

El estudio mostro las ventajas de utilizar herramientas moleculares, el analisis puede
ser de gran ayuda para identificar estadios larvarios de Digeneos y eludir cerrar el ciclo de
vida en condiciones de laboratorio. Las secuencias de las cercarias examinadas en este
estudio mostraron 100% de identidad a las secuencias correspondientes de estadios adultos.
La afinidad entre los diferentes estadios del parésito han sido confirmado en otras especies
de Digeneos (Jousson et al., 1999, 1998)

Los resultados muestran la utilidad de los genes del rDNA. mostrando un alto
potencial de las técnicas moleculares para completar los estudios clasicos morfologicos.

Podemos concluir que los datos moleculares son una alternativa atil para la
identificacion de especies; ya que pueden complementar los desarrollos tradicionales, como
la infeccion experimental con estadios larvarios para completar ciclos de vida. Aunque
todavia no existan suficientes trabajos que documenten los caracteres moleculares para la
identificacion de especies, es de primordial importancia la comparacion con caracteres
morfologicos. No obstante, las secuencias moleculares no son la tunica fuente que nos
proporcionan datos, por lo que no debemos reemplazarlos o eliminarlos, especialmente a
los que non son moleculares. Por lo contrario un estudio taxonomico se basa en la
informacion disponible en el momento en que se hace, ya que no se puede reemplazar los

estudios clasicos taxondémicos, inicamente complementarlos.
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En el presente trabajo la aplicacion de técnicas moleculares, se apoyan en el hecho
de que otros genes y regiones han sido empleados en estudios enfocados a Platelmintos.
Este trabajo abre el camino para que en estudios subsecuentes relacionados o no con esta
especie se apliquen las técnicas moleculares para determinar las especies de larvas por
comparacion con las secuencias de estadios adultos. Sin embargo. es necesario fomentar
que se relacionen secuencias de los organismos adultos y sobre todo que se publiquen en el
banco de genes. En la medida en que se conozca la secuencia molecular de las especies, por
comparacion y sin necesidad de completar los ciclos de vida podran determinarse las

formas larvarias.
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CONCLUSIONES

v

Nuestros datos sugieren el genoma entre cercarias y adultos no cambia.

Es posible utilizar técnicas moleculares para la identificacion de estadios larvarios

hasta nivel de especies.

El gen ribosomal 28s sirve para distinguir especies de trematodos Digeneos en

estadios larvarios mostrando pocas modificaciones genéticas a lo largo del tiempo.

Se confirma la susceptibilidad de los espaciadores mostrando alta confiabilidad en

las variaciones genéticas por ser las regiones mas variables del rDNA.
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