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RESUMEN

Posthodiplostomum minimum constituye una de las especies de helmintos más

ampliamente distribuidas como parásito de peces dulceacuícolas de México (Salgado­

Maldonado y Kennedy 1997; Salgado-Maldonado et al. 2001a, 2001b; Aguilar-Aguilar et

al. 2003). Dentro de estos peces se encuentra el estadio larvario denominado

"metacercaria", del cual resulta dificil establecer su determinación taxonómica específica

debido principalmente al poco desarrollo de los órganos reproductores, estructuras en las

cuales se basa parte de la taxonomía.

Con el fin de identificar las metacercarias de los hospederos Alloophorus. robustus

(Lago de Pátzcuaro), Chapalichtys encaustus (Lago de Chapala) y Poecilia mexicana (Villa

Flores, Chiapas) se secuenció la subunidad ribosomal 188 rADN mediante la técnica de la

PCR y se comparó con las secuencias de la base de datos "GeneBank". Estas metacercarias

se identificaron como miembros de la especie Posthodiplostomum minimum ya que

concuerdan con la única secuencia parcial del 188 rADN reportada previamente para esta

especie en México.

La extracción de ADN se llevó acabo con distintos métodos de extracción evaluando

la efectividad de cada uno de ellos, siendo más eficiente el Kit de amplificación de ADN

total de "Genomiphi", Por otro lado, se estandarizó una técnica de extracción de ADN a

partir de una sola metacercaria, así como la técnica de la PCR para la amplificación de la

subunidad 188 rADN.

Este trabajo aporta las secuencia parcial del 188 de las metacercarias de P.

minimum en tres hospederos de distintas localidades, comprobando que todos pertenecen a

la misma especie.
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INTRODUCCIÓN

La identificación de los parásitos en cualquier estadio de desarrollo es básica para su

diagnosis, además tiene implicaciones importantes por ejemplo en el estudio de control de

enfermedades. Sin embargo, la identificación específica de estadios larvales de helmintos

parásitos es casi imposible con base en caracteres morfológicos.

Los digeneos presentan ciclos de vida complejos con 2 o 3 hospederos y varios

estadios de desarrollo. El primer hospedero intermediario de la mayoría de los digeneos es

un gastrópodo y el hospedero final un vertebrado (Pearson, 1972). Se desconocen los

estadios larvarios de la mayoría de las especies de este grupo y resulta dificil establecer la

relación entre larvas y adultos de una misma especie viviendo en organismos diferentes.

Una herramienta útil para la identificación de larvas es el empleo de infecciones

experimentales, las cuales proporcionan los mejores resultados para discernir los ciclos de

vida de los digeneos (Scholz et al. 1997), así como datos importantes para su estudio

evolutivo (Turceková, 2003 y Pearson, 1972). Sin embargo, estos métodos involucran una

inversión considerable de tiempo y no siempre resultan exitosos .

Adicionalmente, las aproximaciones tradicionales utilizando la morfología

comparativa son de valor limitado para resolver problemas de taxonomía e identificación de

parásitos, debido a que algunos caracteres no son informativos filogenéticamente.

El uso de análisis de secuencias de ADN en taxonomía ha ayudado a resolver estos

problemas debidos a que el código genético es degenerativo, lo que significa que la tercera

base no juega un papel en la determinación de los aminoácidos. Por lo tanto, algunos

cambios en los aminoácidos son neutrales funcionalmente ya que no alteran las propiedades

2
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del fenotipo. Como consecuencia, si el taxónomo reconoce similitudes significativas entre

dos secuencias de nucleótidos alineadas de organismos diferentes , estas dos secuencias se

conocen como homólogas , lo que indica con amplio margen de seguridad que pertenecen a

una misma especie.

Las ventajas de las técnicas moleculares, especialmente aquellas que se basan en la

amplificación de los ácidos nucléicos es que permiten una identificación rápida y certera de

las especies y aseguran resultados utilizando muy poca cantidad de material inicial.

El alcance de la biología molecular también se ha desarrollado como una alternativa

para dilucidar algunos ciclos de vida de parásitos como los digeneos (Jousson, 1998), entre

otros.

En las dos últimas décadas la biología molecular ha tenido avances significativos en

la aplicación de técnicas que implican la manipulación de ADN y ARN para identificación y

diagnóstico .

La tecnología del ADN ha provisto estrategias alternativas para la identificación de

parásitos en estadios donde los caracteres morfológicos son de valor limitado. En

específico, las secuencias de ADN ribosomal (rADN) representan una herramienta útil para

la identificación de estadios de desarrollo con pocas diferencias morfológicas como es el

caso de las cercarias y metacercarias en tremátodos. Los métodos más utilizados para esta

finalidad son los basados en la PCR de análisis genotípico, con los cuales es posible

identificar taxonómicamente a los parásitos en cualquier estadio de desarrollo (Jousson el

al. 1999). Itagaki, el al., en 1998 llegan a la conclusión al mencionar que el análisis de

secuencias de ADN ofrece la aproximación más directa para la caracterización genética de

diferentes especies de parásitos.

3
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La secuencia de la región del espacio de transcripción interna (lTS) del rADN ha

permitido diferenciar especies en Fasciola (Adlard, 1992), Schinostoma (Després, 1995), o

para establecer relaciones sistemáticas entre diplostómidos (Niewiadomska y Laskowski,

2002).

Diversos autores (Morgan & Blair 1995, Jousson et al. 1998) han utilizado el ITS-l

de esta región para la determinación de afinidades filogenéticas entre especies de digeneos

muy emparentados entre sí.

Planteamiento del problema

Las metacercarias tipo "Neascus", que son las metacercarias asociadas a la especie

Posthodiplostomum minimum, se han registrado en México por Pineda- López et al., 1985;

1986, Aguirre-Macedo y García-Magaña, 1995. Vidal-Martínez et al., (2001), sugiriendo

que todas estas metacercarias correspondían a la especie P. minimum. En el mismo orden, el

estudio morfométrico de metacercarias de peces del Lago de Pátzcuaro sugirió que todas las

metacercarias de este tipo correspondían a P. minimum (pérez, 1995). Sin embargo, en el

sureste mexicano Scholtz et al., (1995) documentaron la presencia de dos formas distintas

de metacercarias de Posthodiplostomum sp. en cenotes de la Península de Yucatán.

La amplitud de la distribución de las metacercarias identificadas morfo1ógicamente

como P. minimum en peces de agua dulce de México pone de manifiesto variaciones

morfológicas que ponen en duda la identidad específica de estas metacercarias. Las

principales variaciones morfológicas documentadas en la literatura para las metacercarias

del tipo de P. minimum incluyen el tamaño del cuerpo, la disposición de la ventosa oral,

4
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forma del órgano tribocítico y la localización del primordio del ovario. Estas variaciones se

han observado en adultos en infecciones experimentales y se ha encontrado que dependen

del tipo de hospedero que parasita, efectos derivados de la densidad poblacional del parásito

y como resultado de distintos métodos de fijación (Palmieri 1977a, 1977b, 1977c; Pérez

1995, Sitko 1995, Martorelli e Ivanov 1996).

Para P. minimum solo existen reportadas 2 secuencias de la subunidad ribosomal

18S (18S rADN), dichas secuencias pertenecen a metacercarias de México y de U.S.A.

Con este proyecto se pretende corroborar la determinaci ón específica de

metacercarias y los adultos a los que dan lugar en infecciones experimentales, mediante

morfología y secuencias moleculares de la subunidad ribosomal 18S para verificar la

presencia inequívoca de P. minimum en el Lago de Pátzcuaro y corroborar la hipótesis de

que todas las metacercarias obtenidas de este lago, incluyendo sus variaciones,

corresponden a esta especie.

Una vez obtenida la secuencia de las metacercarias y adultos de esta especie con

material del Lago de Pátzcuaro, se pretenden identificar metacercarias identificadas

morfológicamente como P. minimum para corroborar moleculannente su identidad

específica, en particular metacercarias del hígado de Chapalichtys encaustus del lago de

Chapala y de los ojos de Poecilia mexicana en Villa flores, Chiapas mediante la alineación

de sus secuencias parciales obtenidas de la subunidad ribosomal 18S.

5
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ANTECEDENTES

Posthodiplostomum minimum (MacCallum, 1921) Dubois , 1936

Yamaguti (1971) reconoce para el Continente Americano 10 especies del género

Posthodiplostomum: P. minimum (Mac Callum, 1921), P. obesum (Lutz, 1928), P.

microsicya (Dubois, 1936), P. grande (Dubois, 1937), P. macrocotyle (Dubois, 1937), P.

nanum (Dubois , 1937), P. prosostomum (Dubois & Rausch, 1948), P. boydae (Dubois,

1969), P. opisthosicya (Dubois, 1969), y P. giganteum (Dubois, 1988).

Posthodip/ostomum minimum es una especie de origen Neártico; sus metacercarias

han sido registradas en peces de América del Norte, incluyendo Canada (Gibson, 1996) y

Estados Unidos de Norte América (Margo lis & Kabata 1996; Hoffinan 1999), México y

una parte de Centroamérica.

Las metacercarias de P. minimum constituyen una de las especies de helmintos más

ampliamente distribuidas como parásito de peces dulceacuícolas de México (Salgado­

Maldonado y Kennedy 1997; Salgado-Maldonado et al. 2001a, 2001b; Aguilar-Aguilar et

al. 2003). Hasta la fecha se han registrado en 131 especies de peces dulceacuicolas, de 19

familias y 12 órdenes en las Cuencas del Papaloapan, Balsas, Lerma-Santiago y Grijalva­

Usumacinta.

La forma adulta de P. minimum se ha registrado en México en intestinos de aves

Casmerodius a/bus, Egretta thula, Nycticorax nycticorax, Larus de/awarensis y Ardea alba

en Michoacán, Tabasco y Yucatán (Pineda-López et al., 1985a; Larnothe-Argumedo y

Pérez, 1986; Aguirre-Macedo y García-Magaña, 1994; Pérez, 1995, Ortega-Olivares, 2004).

6
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En Pátzcuaro se ha registrado la presencia de los adultos de P. minimum en tres

especies de aves ictiófagas Egretta thula, Casmerodius albus y Nycticorax nycticorax

(Pérez, 1992).

Como infecciones esporádicas en donde el parásito adulto no alcanza la madurez

sexual se encuentra en la salamandra Ambystoma dumerilii y en la tortuga Kinosternon

hirtipes (Pérez , 1992), como metacercaria se tienen registros de esta especie por Osorio et

al., 1986; Lamothe y Pérez, 1986; Salgado-Maldonado y Osorio, 1987; Salgado-Maldonado

et al., 2001 b.

Para el estado de Chiapas existen pocos reportes de infecciones por esta

metacercaria, uno de ellos es en Cichlasoma hartwegi y el registro de este trabajo en P.

mexicana.

La forma adulta de P. minimum se encuentra en el intestino de aves

predominantemente Ciconiformes y Caradrlformes. Algunos mamíferos, reptiles y anfibios

han sido registrados como hospederos experimentales de esta especie , logrando obtener

adultos maduros sexualmente.

Los huevos producidos por el parásito dentro de los hospederos definitivos garzas y

avocetas, son depositados en el intestino y salen junto con las heces al cuerpo de agua. En el

agua, los huevos desarrollan miracidios que penetran al primer hospedero intermediario, el

cual para el caso de P. minimum es un caracol del género Physa; en Pátzcuaro el hospedero

intermediario es Physella cubensis cubensis (Sereno-Uribe, 2004) . Dentro del caracol se

desarrollan dos generaciones de esporocistos y una de redia antes de liberar a las cercarias.

La cercaria infecta a los peces, su segundo hospedero intermediario, en las 24 horas después

de ser liberada. La cercaria alcanza activamente las escamas y penetra por debajo de ellas.

Migra desde el punto de penetración a visceras a través del sistema circulatorio en las 3 ó 4

7
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horas posteriores a la infección. La metacercaria enquistada se localiza en casi todos los

órganos del pez, siendo más común en el hígado, corazón y riñón. Cuando el hospedero

intermediario infectado es comido por el hospedero definitivo se cierra el ciclo de vida de

este parásito.

Reacción en cadena de la polimerasa

Saiki et al (1988) perfeccionaron el método de Mullis (Mullis, K. 1990) que provee

una solución al problema de ensayos de hibridación con baja sensibilidad de ADN, o bajas

cantidades de ADN blanco en los parásitos. Utlizando la Taq ADN polimerasa, una enzima

termoestable aislada de la bacteria Thermus aquaticus, es posible amplificar del ADN

blanco millones de copias con un método llamado Reacción en Cadena de la Polimerasa

(PCR).

Durante la PCR se amplifican enzimáticamente regiones específicas de ADN

mediante ciclos sucesivos. Cada ciclo consiste de tres pasos; en el primero o de

desnaturalización, la cadena de ADN se desnaturaliza separando las dos hebras de ADN. En

el segundo paso o de alineamiento, dos oligonucleótidos diferentes (conocidos como

"primers") se hibridan a las secuencias complementarias en cada hebra del ADN blanco . En

el tercer paso o de extensión, la enzima ADN polimerasa cataliza la unión de los

desoxinucleótidos trifosfatos, que se encuentran presentes en la solución, a los dos

oligonucleótidos en dirección 5' a 3' (Singh, 1997). En los ciclos subsecuentes, el ADN

blanco original y los fragmentos sintetizados sirven como templados. Cada ciclo de la PCR

duplica la cantidad de ADN específico, resultando después de 30 ciclos una cantidad

8
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considerable de amplificados de la secuencia blanco (108 del producto original). Cada paso

se lleva acabo a diferentes temperaturas: generalmente la desnatura1ización es a 94°C, la

extensión a rrc y la temperatura de alineamiento depende del largo y contenido de los

oligonucleótidos utilizados en la PCR. Una vez que se obtiene el producto de la PCR, el

resultado puede ser detectado por varios métodos. El método más común es analizando el

producto con una electroforesis en un gel de agarosa.

A pesar de que este método es muy utilizado en la actualidad, no existe un protocolo

único para todos los casos, por lo que cada prueba de la PCR requiere de condiciones

específicas de experimentación. El método de la PCR es tan sensible que puede ser

amplificada una sola molécula de ADN, permitiendo así reconocer las copias de genes a

partir de mezclas complejas de secuencias.

Los avances en la ingeniería genética permiten realizar exploraciones en los genes,

algo que anteriormente era prácticamente imposible y que recientemente sirve para

distinguir variaciones genéticas entre especies y cepas de algunos organismos (Rollison, el

al. 1986).

Las pruebas de la PCR basadas en ADN han revolucionado cada área en específico y

su aplicación ha enriquecido los datos moleculares disponibles, como la base de datos

"Genebank" entre otras , siendo ésta la más consultada.

9
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OBJETIVOS

General.

~ Verificar por secuenciación del gen 18s rADN la identidad de metacercarias

identificadas morfológicamente como P. minimum.

Particulares.

~ Estandarizar un método para la extracción de ADN a partir de una sola metacercaria

así como la técnica de la PCR para la amplificación de la subunidad ribosomal 18S.

~ Utilizar este método para identificar metacercarias colectadas de Pátzcuaro, Chapala

y Chiapas, comparando con las secuencias registradas en la base de datos

"GeneBank" .

10
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MATERIAL Y MÉTODO

Recolección y procesamiento de hospederos

Se recolectaron 21 peces Alloophorus robustus (Goodeidae) del Lago de Pátzcuaro,

Michoacán (19032' Y19042' N, 101032' Y 101043' W) del 12 al 14 de marzo de 2004, con la

ayuda de pescadores de la región, quienes capturaron la muestra por encargo utilizando

redes agalleras .

En el lago de Chapala (200 01' Y 20021' N, 102040' 45 " Y 103025' 30" O) se

recolectaron 50 peces Chapalichtys encaustus (Goodeidae) del 18 al 19 de marzo de 2003,

con la ayuda de pescadores de la región. En Villa Flores, Chiapas (160 21'05" N y 930

30'57") se capturaron 15 Poecilia mexicana (Poecilidae) del 6 al 8 de febrero de 2004 con

equipo de electropesca.

Los peces capturados se colocaron en refrigeración hasta su análisis helmintológico,

el cual se llevó acabo dentro de las 20 hrs posteriores a su captura.

Para cada hospedero de cada localidad se tomaron datos merísticos: longitud total,

longitud patrón, altura máxima (en milímetros), peso (en gramos) y sexo.

Obtención de las metacercarias

En el Lago de Pátzcuaro los hospederos de A. robustus se disecaron mediante un

corte longitudinal desde el ano hasta la base de la boca. Se removieron los aparatos

digestivo y genital para revisar por separado los órganos colocándolos en cajas de Petri con

11
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solución salina al 0.75%. El hígado se comprimió entre dos cristales con amortiguador PBS

(IX) para facilitar la observación y conteo de metacercarias de P. minimum, verificando que

todas y cada una de ellas se encontraran vivas.

Todos los parásitos recolectados se obtuvieron del hígado, que es el órgano con

mayor infección por metacercarias de P. minimum. Las metacercarias se contaron y

separaron en tres cajas de Petri con solución fisiológica PBS IX . Cada caja de Petri se

identificó como lote A (Pátz), lote B (Pátz) Ylote C (Pátz). El número de metacercarias en

cada lote no fue el mismo, siendo el Lote A el de mayor cantidad.

En el Lago de Chapala los hospederos C. encaustus se examinaron con la finalidad

de extraer el hígado completo, éste se colocó en una caja de Petri con solución salina al

0.75% y se comprimió entre dos cristales con solución amortiguadora PBS (IX) para

facilitar la observación y conteo de las metacercarias.

Todas las metacercarias recolectadas del hígado, se contaron y separaron

proporcionalmente en dos cajas de Petri con PBS IX. Cada caja de Petri se identificó como:

lote B (Chap) y lote C (Chap).

En Villa Flores, Chiapas, a los hospederos P. mexicana se les realizó un examen

externo e interno para la búsqueda de metacercarias de P. minimum ya que no se cuenta con

reportes previos de los sitios de infección por éstas metacercarias. El examen externo

incluyó la superficie corporal, la cabeza, ojos, escamas, la base de las aletas (caudal,

dorsales, anal, pectoral y pélvicas) y los orificios del cuerpo (boca, ano y nostrilos). El

examen interno incluyó la disección del pez haciendo un corte longitudinal desde el ano a la

altura de las aletas pectorales, prolongando el corte hasta la boca; el aparato digestivo y

genital fueron removidos, separándolos en cajas de Petri con solución salina al 0.75%. El
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hígado, bazo y corazón se seccionaron y cada parte fue comprimida entre dos vidrios para

facilitar la búsqueda.

Las metacercarias se encontraron únicamente dentro de los ojos de los hospederos,

éstos organos se mantuvieron en solución salina al 0.75%, posteriormente se rompieron con

la ayuda de agujas de disección para extraer las metacercarias, las cuales se contaron y

separaron en dos cajas de Petri . Cada caja se identificó como: lote B (Chiap) y lote C

(Chiap).

Tratamientos de las metacercarias.

Las metacercarias obtenidas del los hígados de A. robustus en el Lago de Pátzcuaro

tuvieron 3 destinos de acuerdo al lote en donde se clasificaron: Lote A) infección .

experimental de pollos para la obtención de adultos, Lote B) fijación para su estudio

taxonómico y Lote C) fijación para estudio de biología molecular. Las metacercarias

obtenidas del hígado de C. encaustus y de los ojos de P. mexicana se fijaron para su estudio

taxonómico (Lote A) y para biología molecular las del lote B.

a) Infección experimental de pollos domésticos con metacercarias para la

obtención de adultos

Para este fin se utilizaron solamente las metacercarias de A. robustus del Lote "A".

Se empleó como hospederos definitivos a pollos domésticos de 96 a 144 h de nacidos.
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Cada hospedero se mantuvo en ayuno al menos 6 horas antes de la infección. Los

pollos se infectaron con pipetas Pasteur forzándolos a ingerir un número variado de

metacercarias procedentes de un solo pez. Se infectaron en total 21 pollos con 36 a 351

metacercarias por hospedero (Tabla 2). Las metacercarias solo se contaron, no se

manipularon más allá de esto y se conservaron en cajas de Petri con PBS IX, aún con los

tejidos de hígado de sus hospederos.

Los pollos infectados se mantuvieron en el laboratorio en condiciones apropiadas de

temperatura y se les alimentó únicamente con galletas yagua.

Al cabo de 72- 196 h post infección, fueron pesados, sacrificados y disecados El

intestino de cada pollo se colocó en una caja de Petri con solución PBS IX para su revisión

bajo microscopio estereoscópico.

Los adultos recuperados se dividieron en dos lotes (D y E), uno para su estudio

morfológico y el segundo para su estudio molecular. Como en el caso de las metacercarias

(ver siguiente sección, abajo) los adultos del lote D se fijaron directamente con formol al

4% caliente y por aplanamiento ligero . Posteriormente (48 h), se lavaron en agua y se

conservaron en viales con alcohol etílico al 70% para su tinción. Los especimenes del lote E

se fijaron con alcohol etílico al 100%.

b) Fijación de metacercarias para su estudio morfológico

Las metacercarias del lote "B" de Pátzcuaro se contaron y desenquistaron

subdividiéndolas a su vez en dos o tres sublotes (B¡, B2YB3). Las metacercarias del sublote

B¡ se fijaron con formol al 4% caliente, las de la subporción B2 por aplanamiento ligero con
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formol al 4%, y en algunos casos por aplanamiento ligero con líquido de Bouin (B3)'

Cuarenta y ocho horas posteriores a la fijación en formol, las metacercarias se lavaron en

agua destilada (varios cambios) y en agua de la llave (varios cambios) durante 6-8 h.

Posteriormente, se conservaron en frascos viales con alcohol etílico 70% hasta su

procesamiento y tinción con paracarmin de mayer. Las metacercarias fijadas con Bouin se

lavaron directamente en alcohol etílico al 70% (varios cambios) hasta desprender el color

amarillo adquirido por el fijador y se conservaron en viales con alcohol etílico al 70%.

Al igual que éstas, las metacercarias del lote "B" de Chapala y Chiapas se contaron y

desenquistaron para fijarlas unicamente en formol al 4% caliente. Cuarenta y ocho horas

posteriores a la fijación, las metacercarias se lavaron en agua destilada (varios cambios) y en

agua de la llave (varios cambios) durante 6 a 8 h. Posteriormente, se conservaron en frascos

viales con alcohol etílico 70% para teñirlas con paracarmin de Mayer.

C) Fijación de metacercarias para estudios de biología molecular

Las metacercarias del Lote "C" de las tres localidades; Pátzcuaro, Chiapas y

Chapala, se separaron, contaron y desenquistaron colocándolas en alcohol absoluto para su

uso posterior en los análisis de biología molecular.
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Procesamiento de metacercarias y adultos para su estudio moñológico

Para el estudio morfológico y determinación taxonómica, se procesaron aquellas

metacercarias y adultos que se fijaron con formol al 4% caliente y por aplanamiento ligero

con formol al 4%. Los especímenes se lavaron con agua destilada yagua de la llave, y se

conservaron en alcohol etílico al 70% hasta su tinción.

Todos los organismos se tiñeron con Paracarmín de Meyer, se aclararon en salicilato de

metilo y se montaron en bálsamo de Canadá (Técnica completa en Apéndice 1) para hacer

preparaciones totales permanentes sobre las cuáles se llevó acabo la determinación

taxonómica. Los ejemplares se midieron con ayuda del microscopio óptico y un ocular

micrométrico.

Purificación de ADN a partir de metacercarias y adultos.

La extracción de ADN se realizó a partir de una sola metacercarias obtenida del

hígado u ojos de los tres hospederos de las distintas localidades.

Cada organismo por separado se colocó con la ayuda de un pincel fino en un tubo de

1.5 mI y se lavó 2 veces con agua destilada durante 2 min por cada lavado. Una vez lavado,

se eliminó el exceso de agua y se extrajo el ADN genómico mediante 5 técnicas: 1) Kit para

extracción de ADN de tejidos', II) Kit para extracción de ADN genómico/, III) Kit para

I QIAGEN. USA

2 QIAGEN, USA
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extracción de ADN de sangre', IV) Reactivo DNAzo14 y V) Protocolo para extracción de

ADN genómico para bacterias con bromuro de cetiltrimetil amonio , CTAB (Ausubel el al,

1994-1996). Ya que el método de CTAB modificado para metacercarias y adultos fue el

más eficiente para la purificación de ADN, se utilizó en todos organismos analizados en esta

tesis. Este método de purificación consta de los siguientes pasos :

Se resuspendió la metacercaria en 5671.11 de buffer TE (Tris-HCl lOmM- EDTA

1 mM, amortiguador de pH 7.6 junto con 30 ul de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% Y

3 ul de proteinasa K (20mg/ml) y se colocó en baño Maria durante 3 h a 37°C.

Posteriormente, se agregaron 100 Jll de Cloruro de Sodio (NaCl) 5 M Y 80 ul de solución

CTAB/NaCl, se mezcló y se incubó a 65°C durante 10 mino A continuación se realizó una

extracción agregando 500 ul de cloroformo/alcohol isoamílico en proporción 24: 1, se

mezcló y centrifugó durante 5 min a 14,000 rpm. Después se tomó la fase acuosa y se le

realizó una extracción fenólica añadiendo 800 ul de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico en

proporción 25:24:1 respectivamente, se mezcló y centrifugó por 5 min a 14,000 rpm; se

extrajo el sobrenadante y se colocó en un tubo de 1.5 mi nuevo. Los ácidos nucléicos

presentes en el sobrenadante se precipitaron agregando 420 Jll de isopropanol, mezclando y

centrifugando por 5 min a 14,000 rpm. Se eliminó el sobrenadante obteniendo una pequeña

pastilla a la que se le efectuó un lavado con 300 ul de etanol frío al 70% y centrifugando por

5 min a 14,000 rpm. Se retiró el etanol al 70% con la ayuda de una pipeta sin tocar la

pastilla de ADN, la cual se dejó secar a temperatura ambiente. Una vez seca, la pastilla se

resuspendió en 30 Jll de buffer TE y se guardó a - 21°C hasta su procesamiento.

3 QIAGEN. USA

4 INVITROGEN. USA
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Para la extracción de ADN en adultos obtenidos experimentalmente, se utilizó el Kit

de amplificación de ADN total "Genomiphi" (ténica completa en Apéndice 2).

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR (Palumbi, 1996) se llevó a cabo utilizando "primers" ó iniciadores

derivados de las secuencias reportadas para el gen de la subunidad ribosomal 18S de

algunas especies de la familia Diplostomidae, y en particular de regiones altamente

conservadas: MERFl (forward) 5'-CTTAATTCGACTCAACACGG-3 '

(Reverse) 5 '-GGGCACTTGCTCCTTAAG-3'.

y MERF2

La amplificación se realizó en un volumen final de 50 ul, utilizando la siguiente

mezcla de reacción:

DNAmolde

Buffer 10X6

MgClz1

Primer MERFl (lOOnm/ml)

Primer MERF2 (100nm/ml)

DNTP's 10X (lOmM)

Taq polimerasa'

Agua

30 ul (Volumen en que se resuspendi6 el ADN de un organismo)

2.5 ul

0.5 ul

0.5 fll

5 fll

S Genomiphi, Amersham. USA.

6 BIOTECNOLOGIAS UNIVERSITARIAS S.A. de C.V. UNAM. México, D.F.
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Las temperaturas y tiempos programados en el termociclador7 para la prueba de la

PCR en tubos de 0.2 ml fueron los siguientes (Anexo 1):

• Ciclo inicial de 94°C por 5 min

• 35 ciclos:

Desnaturalización: 94°C durante 30 seg.

Alineación: 50°C durante 30 seg.

Extensión: rrc: durante 30 seg.

• Finalizando con un ciclo de 8 minutos a rrc:

• Conservación del producto a 4°C por tiempo indefinido (00)

Los productos de la PCR, se corrieron en geles de agarosa TAE (Tris/acetatoIEDTA)

preparados con 12 ~l de bromuro de etidio por cada 100 mi de solución. Se mezclaron 30 ul

de producto de la PCR de cada muestra con 2 ul de amortiguador de carga y se depositaron

en los carriles del gel para su separación junto con el marcador de peso molecular A. Hind

III. El resultado se observó en un transiluminador de luz UV registrando el resultado en una

fotografia por medio de un digitalizador de imágenes.

Las bandas correspondientes a los productos amplificados se cortaron del gel con la

ayuda de una navaja de disección. Los fragmentos del gel se pesaron y los productos de la

1 Eppendorff. Modelo del PeR.
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PCR se purificaron mediante un Kit de Purificación de ADN a partir de geles" (técnica

completa en Apéndice 3).

Secuenciación

Los productos de la PCR se secuenciaron en un secuenciador automático (ABI

PRISM 310) utilizando el método de terminación de cadena por deoxinucleótidos (Sanger,

1977).

8 Marligen de Bioscience Inc.
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RESULTADOS

Morfología de metacercarias y adultos.

Descripción de metacercarias obtenidas del hígado deA. robustus (Figura la y lb).

Los 21 A. robustus examinados del Lago de Pátzcuaro resultaron positivos a la

infección con metacercarias morfológicamente identificadas como P. minimum (prevalencia

100%). Se recolectaron de 36 a 351 metacercarias por pez (intensidad promedio 140 ± 83)

(Tabla 3).

La descripción de las metacercarias está basada en 10 ejemplares recolectados

enquistados en el hígado de A. robustus, en el lago de Pátzcuaro , Michoacán.

La longitud total del cuerpo es de 0.59-0.89 (0.80). El cuerpo se encuentra dividido

en dos segmentos bien definidos . El segmento anterior mide 0.16-0.65 (0.55) de largo y

0.04-0.20 (0.17) de ancho, es cóncavo y más grande que el segmento posterior que es de

forma ovoide y mide 0.15-0.55 (0.24) de largo por 0.04-0.20 (0.17) de ancho. La ventosa

oral es alargada, se encuentra dentro de un pliegue de la región anterior que forma un surco.

En algunos ejemplares la ventosa oral es terminal en el extremo anterior del cuerpo. Mide

0.029-0 .049 (0.039) de largo por 0.024-0.036 (0.027) de ancho. La relación de las ventosas

es en promedio de 1:1.25 de largo y 1:1.64 de ancho.

El acetábulo se localiza por encima del órgano tribocítico, hacia la base del segundo

tercio de la región anterior del cuerpo, mide 0.040-0.055 (0.048) de largo y 0.036-0.050

(0.043) de ancho, es esférico . El órgano tribocítico es ovoidal , voluminoso y glandular . Está
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situado en la base del segmento anterior del cuerpo, en la parte media ventral y es casi dos

veces más grande que el acetábulo y mide 0.072-0.091 (0.080) de largo, 0.057-0.086 (0.074)

de ancho

La boca dentro de la ventosa oral se continúa con la faringe, la cual tiene forma oval,

alargada y pequeña, que mide 0.016-0.033 (0.024) de largo y 0.012-0.028 (0.018) de ancho.

En dos de los 10 ejemplares observados se presenta una prefaringe . La faringe se abre al

esófago que es corto de 0.022-0.068 (0.045), Y se bifurca por encima del acetábulo dando

lugar a un par de ciegos intestinales delgados que alcanzan el extremo posterior del cuerpo

por encima de la bolsa copulatríz.

En el segundo segmento se encuentran los esbozos de los órganos reproductores,

observándose en algunos ejemplares bien formados. Los testículos están dispuestos uno

detrás del otro ocupando la mayor parte del segmento posterior. El testículo anterior tiene

forma más o menos esférica, mide 0.031-0.065 (0.054) de largo y 0.052-0.10 (0.078) de

ancho. El testículo posterior presenta forma de "V", mide 0.026-0.089 (0.055) de largo y

0.072-0.16 (0.105) de ancho. El ovario es pequeño, ovoidal y se localiza entre los testículos,

diestral o sinestral al testículo anterior, mide 0.027-0.06 (0.043) de largo por 0.026-0 .067

(0.043) de ancho. La bolsa copulatríz es ovoidal y se encuentra invaginada en la región

terminal del segmento posterior con 0.053-0.089 de largo y 0.050-0.082 de ancho.
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Descripción de los adultos obtenidos de la infección experimental de pollos con

metacercarias del hígado de A. robustus

De los 21 pollos sometidos a infección experimental 15 resultaron positivos. Se

recuperaron de 1 a 78 adultos en cada pollo con un total de 308 adultos de P. minimum

(Tabla 3). Los primeros adultos con huevos se recuperaron a las 50 horas post infección.

Se observó una relación positiva entre el número de metacercarias administradas a

cada pollo y el número de adultos obtenidos (r= 0.7146, p= 0.0002) (Tabla 2).

El estudio morfológico de los adultos obtenidos experimentalmente, muestra 2

morfotipos distinguibles por las dimensiones de la bolsa copulatríz (Figuras 2 y 3). Estas

diferencias en el largo y ancho de la bolsa copulatriz al ser comparadas mediante una prueba

de t resultaron significativas (p=0.02317 largo; p=0 .0090 ancho).

Morfotipo 1

La descripción está basada en 10 ejemplares recolectados de las infecciones

experimentales con metacercarias en pollos domésticos (Figura 2).

El cuerpo del adulto es cóncavo, mide de 0.75 a 1.09 (0.88). Está dividido en dos

segmentos bien definidos . El segmento anterior es largo y delgado, cóncavo u ovalado, los

bordes laterales y posteriores presentan ondulaciones, este segmento mide 0.052-0.073

(0.60) de largo y 0.19-0.31 (0.24) de ancho. El segmento posterior es ovoide, algunas veces

cilíndrico al nivel en donde alcanza su longitud máxima; este segmento se origina de la

superficie dorsal de la región anterior y se separa de ésta por una constricción transversal;
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mide 0.21-0.36 (0.27) de largo por 0.19-0.32 (0.24) de ancho. La ventosa oral es pequeña,

está situada terminalmente en el extremo anterior del cuerpo y mide 0.027-0.058 (0.041) de

largo y 0.024-0.040 (0.033) de ancho. El acetábulo mide 0.043-0.06 (0.049) de largo por

0.045-0.06 (0.055) de ancho, está situado en el último tercio del segmento anterior por

encima del órgano tribocítico, es pequeño con una abertura en el centro. La relación de las

ventosas es en promedio de 1:1.14 de largo y 1:1.92 de ancho. La faringe es musculosa de

forma elipsoidal poco más pequeña que la ventosa oral, mide 0.022-0.033 (0.029) de largo y

0.017-0.029 (0.023) de ancho. El esófago es corto, su longitud es de 0.048-0.096 (0.065); la

bifurcación cecal queda muy por encima del acetábulo, más próxima al extremo anterior y

da lugar a los ciegos intestinales delgados que corren casi centralmente a lo largo del

cuerpo, paralelos al eje principal de éste, y llegan hasta muy próximos al borde del extremo

de la región posterior del cuerpo. El órgano tribocítico es elíptico a esférico, se encuentra en

la base del segmento anterior del cuerpo por debajo del acetábulo y es casi 2 veces más

grande que éste, mide 0.082-0.15 (0.106) de largo por 0.077-0.17 (0.108) de ancho.

El aparato reproductor masculino está constituido por un par de testículos situados

en el segmento posterior del cuerpo, ocupando gran parte de éste. El testículo anterior es

ensanchado transversalmente; casi rectangular, mide de largo 0.055-0.11 (0.079) Yde ancho

0.10-0.28 (0.178). El testículo posterior, en la mayoría de los ejemplares presenta forma de

"V", ensanchado transversalmente y en algunos casos bilobulado, mide 0.053-0.10 (0.078)

de largo por 0.89-0.26 (0.175) de ancho.

El aparato reproductor femenino consta de un ovario situado lateralmente hacia la

base del segmento posterior y por debajo y opuesto al testículo anterior. Es de forma

elipsoidal a redondo y se presenta a la derecha o izquierda indistintamente .
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La bolsa copulatríz está invaginada y situada en el extremo posterior del cuerpo,

mide 0.053-0.10 (0.083) de largo y 0.094-0.115 (0.105) de ancho. Los huevos son alargados

con una división vertical en el centro, miden 0.06-0.098 (0.080) de largo por 0.038-0.096

(0.058) de ancho.

Morfotipo 2

De estos ejemplares se midieron 10 ejemplares de la infección experimental de G.

gallus con metacercarias del hígado de A. robustus (Figura 3).

La morfología general y íaS medidas son similares a las descritas en' el morfotipo 1,

la variación se presenta en la forma y tamaño (largo y ancho) de la bolsa copulatríz. En

estos ejemplares se encuentra por fuera del segmento posterior dividida transversalmente en

dos segmentos; mide 0.077-0.20 (0.119) de largo por 0.072-0.216 (0.154) de ancho. La

vesícula seminal se encuentra por debajo del testículo posterior y el receptáculo seminal por

encima del ovario.

Metacercarias de C. encaustus del Lago de Chapala.

De los 50 C. encaustus examinados 44 resultaron positivos a la infección con

metacercarias de P. minimum (prevalencia 88%). Se recolectaron de 1 a 776 metacercarias

por pez.
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La descripción de las metacercarias encontradas en el hígado de C. encaustus

(Figura 4) es similar a la de las metacercarias encontradas en A. robustus . Las medidas

basadas en 10 ejemplares se reportan en la Tabla 4.

Metacercarias de P. mexicana de Villa Flores, Chiapas (Figura 5).

De los 15 P. mexicana examinados, 11 resultaron positivos a la infección con

metacercarias de P. minimum (prevalencia 73.3%) en los ojos de estos peces. Se

recolectaron de 1 a 30 metacercarias por pez (intensidad promedio 14.6 ± 10.61).

Las metacercarias encontradas en los ojos de P. mexicana recolectados en Villa

Flores, Chiapas, son similares a las de las dos localidades anteriores, sin embargo , la

diferencia es la ausencia de faringe y esófago en todas las metacercarias examinadas. Las

medidas estan basadas en 10 ejemplares y se reportan en la Tabla 4.

Estandarización de la metodología de purificación de ADN de una sola

metacercaria y de la técnica de la PCR para la amplificación de la subunidad

ribosomal 18S.

De los métodos de purificación de ADN empleados, el que utiliza CTAB modificado

para tremátodos y el Kit "Genomiphi" de amplificación de ADN total, fueron los únicos que

funcionaron para la obtención de ADN de una sola metacercaria y en consecuencia para la
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amplificación de parte de la subunidad ribosomal 18S. Sin embargo, el método de CTAB

fue poco reproducible ya que solo I de cada 2 extracciones fueron exitosas.

La concentración de ADN obtenida de metacercarias de Pátzcuaro se midió con la

ayuda de un espectrofot ómetro" de capilares, lo que permitió una comparación de la

cantidad de ADN obtenida por los dos métodos.

Con el método de CTAB para bacterias modificado para tremátodos se utilizaron 10

metacercarias y la cantidad de ADN obtenido fue de 37 ng/ul , lo que equivale a 3.7 ng/ul

de I metacercaria; con el Kit Genomiphi a partir de I metacercaria se obtuvo una cantidad

de 23 ng/ul, Estos resultados indican que el método de "Genomiphi", en el que todo el ADN

es amplificado previo al PCR, es mas eficiente para la obtención de ADN a partir de

cantidades limitadas de muestra (Figura 6).

A)

+--- Amplificado de 469 pb

2 3 3 2

Figura 6. Corrimiento en gel de agarosa de los amplificados de 469 pb de la subunidad ribosomal ¡8S a partir
del ADN obtenido por los 2 diferentes métodos: A) CTAB y B) Genomiphi. En el carril I se muestra el
marcador de peso molecular; 2 y 3 son duplicados de los amplificados.

9 Modelo del espectro
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Durante la estandarización de la técnica de la PCR para amplificación de parte del

gen 18S rADN se evaluaron 2 variables: temperatura de alineamiento y concentración de

cloruro de magnesio (MgCh). Las temperaturas de alineamiento se evaluaron en intervalos

de SOC, desde 4SoC hasta so-e con ADN de S metacercarias extraído con CTAB. La

temperatura óptima para la amplificación del 18S rADN fue de so-e, por lo que el

programa de la PCR utilizado en todos los casos incluyó esta temperatura de alineamiento,

como se describió anteriormente en la metodología (Figura 7).

.-- 469pb

a b e d

Figura 7. Corrimiento en gel de agarosa al 1% de los resultados de la PCRs con ADN de 5 metacercarias a
diferentes temperaturas de alineamiento: a) 6üoC, b) 55°C, e) 5ÜoC y d) 45°C . En el carril 1 se muestra el
marcador de peso molecular.

Las pruebas de MgCI2 se realizaron con 2 concentraciones: I.S mM y 2.2S mM,

todas con una temperatura de alineamiento de so-c. La concentración óptima de MgCh

para lograr mas producto de la PCR fue de I.SmM en cada reacción (Figura 8), por lo que

en todas las pruebas de la PCR se utilizó ésta concentración.
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-----+ 469 pb

Marcador
molecular

2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 8. Corrimiento en gel de agarosa al 1% de los resultados de la PCRs con ADN diferentes
concentraciones de MgCI2• Carriles 1,4,6 y 8 con 1.5mM de MgCh, carriles 2,3,5,7 y 9 con 2.25mM de
MgCI2.

Análisis de las secuencias

Secuencia parcial de la subunidad ribosomal 18S

Con la finalidad de determinar con bases moleculares si las metacercarias de A.

robustus pertenecen a la especie P. minimum, se procedió a secuenciar una parte del 188

rADN de una sola metacercaria.

La secuencia obtenida del amplificado de 469 pb (Fig 9, metacer 1) se comparó

mediante un BLA8T con la base de datos del "GeneBank" obteniendo los resultados

mostrados en la Tabla 8.
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Secuencia reportada Secuencia de 1 metacercaria

% de similitud identidades Bits / e
Posthodiplostomum minimum 99.78% 457/458 900 / 0.0
Apharyngostrigea cornu 98.68% 452/458 860 / 0.0
Bolbophorus damnificus 98.25% 450/458 844 / 0.0
Bolbophorus confusus 98.03% 449/458 837 / 0.0
Diplostomum phoxini 98.03% 450/459 831 / 0.0

Tabla 8. Similitud de la secuencia de una metacercaria del hígado de A. robustus con las descritas en la base
de datos "GeneBank". (e) se refiere al error.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que la secuencia reportada en la

base de datos "GenBank" con mayor similitud a la secuencia obtenida de una metacercaria

es la de la especie P. minimum (99.78%), variando solamente en una base de las 458

comparadas del 188 rADN. Las otras cuatro secuencias mostraron entre 98.68- 98.03% de

similitud con la obtenida, con un número de identidades que oscila entre 450- 452 de 458

pares de bases, lo que indica que son secuencias muy semejantes, sin embargo no idénticas.

Comparación de las secuencias de 2 metacercarias de A. robustus y 2 adultos

obtenidos experimentalmente.

Para corroborar la identidad específica de las metacercarias obtenidas de A. robustus

como P . minimum, se compararon las secuencias parciales de una región del gen 188 de 2

metacercarias obtenidas de 2 hospederos diferentes, con 2 adultos de los 2 morfotipos (con

bolsa y sin bolsa) obtenidos experimentalmente mediante la infección de pollos domésticos

con metacercarias de A. robustus (Figura 9).
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Para confirmar si los 2 morfotipos (con bolsa y sin bolsa) de los adultos obtenidos

experimentalmente pertenecieran a la misma especie se realizó una comparación de la

subunidad ribosomal 18S rADN registrando que el porcentaje de similitud entre los

morfotipos es del 99.75% con una sola sustitución de una T por una G en la posición 288

(Figura 9).

Adultc/bolsa
Adultos/bolsa
Metacl
Metac2

--------------------------------------------------GATAGCTCTT 10
----------AAAACTCACCCGGCCCGGACACTGTGAGGATTGACAGATTGATAGCTCTT 50
--AACACGGGAAAACTCACCCGGCCCGGACACTGTGAGGATTGACAGATTGATAGCTCTT 58
TCAACACGGGAAAACTCACCCGGCCCGGACACTGTGAGGATTGACAGATTGATAGCTCTT 60

Adultc/bolsa
Adultos/bolsa
Metacl
Metac2

Adultc/bolsa
Adultos/bolsa
Metacl
Metac2

Adultc/bolsa
Adultos/bolsa
Metacl
Metac2

Adultc/bolsa
Adultos/bolsa
Metacl
030411F

Adultc/bolsa
Adultos/bolsa
Metacl
Metac2

Adultc/bolsa
Adultos/bolsa
Metacl
Metac2

TCTTGATTCGGTGGTTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCCATTTGTCTGGT
TCTTGATTCGGTGGTTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCCATTTGTCTGGT
TCTTGATTCGGTGGTTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCCATTTGTCTGGT
TCTTGATTCGGTGGTTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCCATTTGTCTGGT

TAATTCCGATAACGAACGAGACTTTGACCTAGCTAATTAGTTTGCCTATCTTCTGTGCTC
TAATTCCGATAACGAACGAGACTTTGACCTAGCTAATTAGTTTGCCTATCTTCTGTGCTC
TAATTCCGATAACGAACGAGACTTTGACCTA-CTAATTAGTTTGCCTATCCTCTGTGCTC
TAATTCCGATAACGAACGAGACTTTGACCTA-CTAATTAGTTTGCCTATCCTCTGTGCTC

GTGCAAGGCTCGGTTTCAGTTGCCTCCTTGAGGGGTGGTGGAGCCGTTGACCGGCGGGTA
GTGCAAGGCTCGGTTTCAGTTGCCTCCTTGAGGGGTGGTGGAGCCGTTGACCGGCGGGTA
GTGCAGGGCTCGGTTTCAGTTGCCTCCTTGAGGGGTGGTGGAGCCGTTGACCGGCGGGTA
GTGCAGGGCTCGGTTTCAGTTGCCTCCTTGAGGGGTGGTGGAGCCGTTGACCGGCGGGTA

CGGCGTGGTGCTTACTTCTTAGAGGGACAAGCGGCATAGCAAGTCGCACGAAATTGAGCA
CGGCGTGGTGCTTACTTCTTAGAGGGACAAGCGGCATAGCAAGTCGCACGAAATTGAGCA
CGGCGTGGTGCTTACTTCTTAGAGGGACAAGCGGCATAGCAAGTCGCACGAAATTGAGCA
CGGCGTGGTGCTTACTTCTTAGAGGGACAAGCGGCATAGCAAGTCGCACGAAATTGAGCA

ATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCGGGGCCGCACGTGCGCTACAATGACGGTGC
ATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCGGGGCCGCACGTGCGCTACAATGACGGTGC
ATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCGGGGCCGCACGTGCGCTACAATGACGGTGC
ATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCGGGGCCGCACGTGCGCTACAATGACGGTGC

CAGCGAGCATGGAAACCTGGCCCGAAAGGGTTGGGCAAACTTTTCATCACCGTCGTGAAC
CAGCGAGCATGGAAACCTGGCCCGAAAGGGTTGGGCAAACTTTTCATCACCGTCGTGA-C
CAGCGAGCATGGAAACCTGGCCCGAAAGGGTTGGGCAAACTTTTCATCACCGTCGTGA-C
CAGCGAGCATGGAAACCTGGCCCGAAAGGGTTGGGCAAACTTTTCATCACCGTCGTGA-C

70
110
118
120

130
170
177
179

190
230
237
239

250
290
297
299

310
350
357
359

370
409
416
418

Adultc/bolsa
Adultos/bolsa
Metacl
Metac2

TGGGATCGGGGCTTGCAATTGTTCCCCGTGAACGA-GGAA----­
TGGGATCGGGGCTTGCAATTGTTCCCCGTGAACGA-GGAATTC-­
TGGGATCGGGGCTTGCAATTGTTCCCCGTGAACGA-GGAATTCA­
TGGGATCGGGGCTTGCAATTGTTCCCCGTGAACGAAGGAATTCAA

409
451
459
463

Figura 9. En rojo se muestran las secuencias parciales del 18S rADN de un adulto con bolsa y un adulto sin
bolsa. En azul las de dos metacercarias de diferentes hospederos. Con • se denota la posición en donde son
diferentes las 4 secuencias y en negro se muestran la base que hace la diferencia.
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El porcentaje de identidad entre las secuencias fue de 99.5% lo que indica que las

metacercarias y los adultos aquí estudiados derivados de A. robustus son la misma especie,

yen particular las determinamos como P. minimum.

Comparación de secuencias de las metacercarias de C. encaustus del Lago de Chapala

Con la finalidad de determinar si las metacercarias de C. encaustus de Chapala

también pertenecen a la especie P. minimum, se alinearon las secuencias de 2 metacercarias

de individuos diferentes, así como de una mezcla de 10 metacercarias de otros 4 individuos

con la secuencia reportada en la base de datos "Genebank" para dicha especie (Figura 10).

Chapalala ----------GATTGATAGCTCTTTCTTGATTCGGTGGTTGGTGGTGCATCGGCCGTTCT 50
Chapalalb ------GACAGATTGATAGCTCTTTCTTGATTCGGTGGTTGGTGGTGCATCGGCCGTTCT 54
Chapalal0 --------CAGATTGATAGCTCTTTCTTGATTCGGTGGTTGGTGGTGCATCGGCCGTTCT 52
REPORTADA AGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTGATTCGGTGGTTGGTGGTGCAT-GGCCGTTCT 1379

Chapalala TAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACTTTGACCTACTAA 110
Chapalalb TAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTGCGATAACGAACGAGACTTTGACCTACTAA 114
Chapalal0 TAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTGCGATAACGAACGAGACTTTGACCTACTAA 112
REPORTADA TAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACTTTGACCTACTAA 1439

Chapalala TCAGTTATGCCTATCCTCTGTGCGTCGTGCAGGGCTCGGTTTCAGTTGCCTCCTTGAGGG 170
Chapalalb TCAGTTATGCCTATCCTCTGTGCGTCGTGCAGGGCTCGGTTTCAGTTGCCTCCTTGAGGG 174
Chapalal0 TCAGTTATGCCTATCCTCTGTGCGTCGTGCAGGGCTCGGTTTCAGTTGCCTCCTTGAGGG 172
REPORTADA TTAGTT-TGCCTATCCTCTGTGC -TCGTGCAGGGCTCGGTTTCAGTTGCCTCCTTGAGGG 1497

Chapalala GTGGTGGAGCCGTTGACCGGCGAGTACGGCGTGGTGCTTACTTCTTAGAGGGACAAGCGG 230
Chapalalb GTGGTGGAGCCGTTGACCGGCGAGTACGGCGTGGTGCTTACTTCTTAGAGGGACAAGCGG 234
Chapalal0 GTGGTGGAGCCGTTGACCGGCGAGTACGGCGTGGTGCTTACTTCTTAGAGGGACAAGCGG 232
REPORTADA GTGGTGGAGCCGTTGACCGGCGAGTACGGCGTGGTGCTTACTTCTTAGAGGGACAAGCGG 1557

Chapalalb CGCAGCAAGTCGCACGAAATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCGGGG 294
Chapalal0 CGCAGCAAGTCGCACGAAATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCGGGG 292
Chapala1a CGCAGCAAGTCGCACGAAATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCGGGG 290
REPORTADAT CGCAGCAAGTCGCACGAAATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCGGGG 1617

Chapala1a CCGCACGTGCGCTACAATGACGGTGCCAGCGACGCATGGAAACCTGGCCCGAAAGGGTTC 350
Chapala1b CCGCACGTGCGCTACAATGACGGTGCCAGCGACGCATGGAAACCTGGCCCGAAAGGGTTG 354
Chapalal0 CCGCACGTGCGCTACAATGACGGTGCCAGCGACGCATGGAAACCTGGCCCGAAAGGGTTG 352
REPORTADA CCGCACGTGCGCTACAATGACGGTGCCAGCGACGCATGGAAACCTGGCCCGAAAGGGTTG 1676
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Chapa1a1a
Chapa1a1b
Chapa1a10
REPORTADA

Chapa1a1a
Chapa1a1b
Chapa1a10
REPORTADA

GGCAATACTTTTCATCACCGTCGTGACTGGGATCGGGGCTTGCAATTGTTCCCCGTGAAC 410
GGCAATACTTTTCATCACCGTCGTGACTGGGATCGGGGCTTGCAATTGTTCCCCGTGAAC 414
GGCAATACTTTTCATCACCGTCGTGACTGGGATCGGGGCTTGCAATTGTTCCCCGTGAAC 412
GGCAA-ACTTTTCATCACCGTCGTGACTGGGATCGGGGCTTGCAATTGTTCCCCGTGAAC 1735

GAGGAATTCCTAGTAAGTGCAAGTCATAAGCTTGCGCTGATTACGTCC------------ 458
GAGGAATTCCTAGTAAGTGCAAGTCATAAGCTTGCGCTGATTACGTCC------------ 462
GAGGAATTCCTAGTAAGTGCAAGTCATAAGCTTGCGCTGATTACGTCC------------ 460
GAGGAATTCCTAGTAAGTGCAAGTCATAAGCTTGCGCTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTA 1795

Figura \0 . Alineamiento de secuencias de metacercarias en C. encaus tus. Las secuencias en rojo representan a
las metacercarias de C. encaustus (Chapala 1a y 1b son de I metace rcaria, Chapala 2 es de la mezcla de 10
metacercarias). Secuencia en azul se refiere a la secuencia reportada previamente para P. minimum. Con • se
denota la posición en donde son diferentes las 4 secuencias y en negro se señala la base que hace la diferencia.

El porcentaje de identidad de las secuencias fue de 99.5 %, lo que sugiere que todas

las metacercarias de C. encaustus del lago de Chapala corresponden también a la especie P.

minimum.

Comparación de las secuencias de metacercarias obtenidas de P. mexicana en Chiapas.

Con la finalidad de determinar si las metacercarias de P. mexicana de VilIa Flores,

Chiapas , también pertenecen a la especie P. minimum, se alinearon las secuencias de I

metacercaria y de una mezcla de 3 metacercarias de 2 individuos con la secuencia reportada

en la base de dato s "Genebank" para dicha especie (Figura 11 ).
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Chiapas1
Chiapas2
REPORTADA

Chiapas1
Chiapas2
REPORTADA

Chiapas1
Chiapas2
REPORTADA

Chiapas1
Chiapas2
REPORTADA

Chiapas1
Chiapas2
REPORTADA

Chiapas1
Chiapas2
REPORTADA

Chiapas1
Chiapas2
REPORTADA

Chiapas1
Chiapas2
REPORTADA

------------------------------TTCGGTGGTTGGTGGTGCATGGCCGTTCT 29
------------------------------TTCGGTGGTTGGTGGTGCATGGCCGTTCT 29
AGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTGATTCGGTGGTTGGTGGTGCATGGCCGTTCT 59

TAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACTTTGACCTACTAA 89
TAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACTTTGACCTACTAA 89
TAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACTTTGACCTACTAA 119

TTAGTTTGCCTATCCTCTGTGCTCGTGCAGGGCTCGGTTTCAGTTGCCTCCTTGAGGG 147
TTAGTTTGCCTATCCTCTGTGCTCGTGCAGGGCTCGGTTTCAGTTGCCTCCTTGAGGG 147
TTAGTTTGCCTATCCTCTGTGCTCGTGCAGGGCTCGGTTTCAGTTGCCTCCTTGAGGG 177

GTGGTGGAGCCGCTGACCGGCGAGTACGGCGTGGTGCTTACTTCTTAGAGGGACAAGCGG 207
GTGGTGGAGCCGCTGACCGGCGAGTACGGCGTGGTGCTTACTTCTTAGAGGGACAAGCGG 207
GTGGTGGAGCCGTTGACCGGCGAGTACGGCGTGGTGCTTACTTCTTAGAGGGACAAGCGG 237

CGCAGCAAGTCGCACGAAATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCGGGG 267
CGCAGCAAGTCGCACGAAATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCGGGG 267
CGCAGCAAGTCGCACGAAATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCGGGG 297

CCGCACGTGCGCTACAATGACGGTGCCAGCGA-GCATGGAAACCTGGCCCGAAAGGGTTG 326
CCGCACGTGCGCTACAATGACGGTGCCAGCGA-GCATGGAAACCTGGCCCGAAAGGGTTG 326
CCGCACGTGCGCTACAATGACGGTGCCAGCGACGCATGGAAACCTGGCCCGAAAGGGTTG 357

GGCAAACTTTTCATCACCGTCGTGACTGGGATCGGGGCTTGCAATTGTTCCCCGTGAAC 385
GGCAAACTTTTCATCACCGTCGTGACTGGGATCGGGGCTTGCAATTGTTCCCCGTGAAC 385
GGCAAACTTTTCATCACCGTCGTGACTGGGATCGGGGCTTGCAATTGTTCCCCGTGAAC 416

GAGGAATTCAT------------------------------------------------- 396
GAGGAATTCAT------------------------------------------------- 396
GAGGAATTCCTAGTAAGTGCAAGTCATAAGCTTGCGCTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTA 476

*

Figura 11. Alineamiento de secuencias de metacercarias en P mexicana. Las secuencias en rojo representan a
las metacercarias de P mexicana (Chiapas1 es de una metacercaria y Chiapas 2 es la mezcla de 3
metacercarias ). La secuencia en azul se refiere a la secuencia reportada previamente para P minimum. Con •
se denota la posición en donde son diferentes las 3 secuencias y en negro se señala la base que hace la
diferencia

El porcentaje de identidad de las secuencias fue de 99.5% con un "gap" en la

posición 299 en ambas secuencias de Chiapas , lo que sugiere que todas las metacercarias de

P. mexicana de Villa Flores, Chiapas corresponden también con la especie P. mintmum,
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DISCUSIÓN

Los adultos recuperados de las infecciones experimentales se determinaron como P.

minimum ya que coinciden con las descripciones morfológicas disponibles para la especie

(ver Yamaguti 1971;Schell 1985). En general las medidas del cuerpo , las dimensiones y

proporción relativa entre el segmento anterior y posterior, la proporción entre el largo y

ancho de la ventosa oral, acetábulo, órgano tribocítico, la extensión anterior de las glándulas

vitelógenas y el tamaño de huevos , coinciden con las reportadas para esta especie

(Yamaguti, 1978, Schell , 1985, Dubois 1931, Lamothe-Argumedo y Pérez 1986).

Sin embargo se presentan dos morfotipos distinguibles por las dimensiones de la

bolsa copulatriz en donde la del morfotipo 2 es más grande que la del morfotipo 1 (ANOVA

f= 8.008, p>0.05) y también con las reportadas con anterioridad para dicha especie (Tabla

5), lo que indica que existe una variación entre individuos de esta especie en cuanto al

tamaño de la bolsa copulatriz. Estas diferencias pueden deberse a que éste órgano presenta

la característica de ser evaginable, con capacidad de expandirse una vez fuera del

organismo. Con esto en mente se supone que la bolsa puede ser pequeña cuando se

encuentra dentro del organismo y tener dimensiones mayores cuando se encuentra

evaginada.

La comparación molecular de la subunidad ribosomal 18S rADN permitió despejar

la duda sobre la presencia de una misma especie con 2 "morfotipos", en realidad con o sin

bolsa copulatriz evaginable.

Campbell. 1977 y Palmieri. 1977a, 1977b, 1977c sostienen que las variaciones

intraespecíficas para P. minimum incluyen modificaciones en el tamaño y forma del cuerpo,
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tamaño y proporción relativa de las ventosas, posición del ovario con respecto a los

testículos y la estructura de la superficie del tegwnento y son inducidas por el hospedero

que parasita de forma natural o experimental.

Las metacercarias descritas morfológicamente de los hospederos A. robustus, C.

encaustus y P. mexicana en este trabajo, se compararon con las reportadas en la literatura

(Pineda-López 1985; Osorio-Sarabia et al. 1986a; Aguirre-Macedo y García-Magaña 1994;

Ramos-Ramos 1994; Scholz et al. 1995, Ortega- Olivares 2004 para México y Hoffman

1999, para Estados Unidos) , encontrando gran similitud con las reportadas para la especie P.

minimum (Tabla 4). Sin embargo las metacercarias de P. mexicana de Villa Flores, Chiapas

no presentan faringe ni esófago visible.

Esta similitud morfológica se corroboró mediante el estudio molecular en donde se

analizó la subunidad ribosomal 18S rADN de cada grupo de metacercarias de acuerdo a la

especie de hospedero donde se presentaron. Se encontró que tomando una sola metacercaria

de un individuo o un grupo de metacercarias mezcladas de diferentes individuos de la

misma especie de hospedero se obtienen los mismos resultados en ambas secuencias (Figura

10 Y 11), lo que señala que todas las metacercarias de diferentes organismos de una sola

especie de hospedero pertenecen a la misma especie. Esto hace más fácil el estudio de las

metacercarias encontradas, ya que se pueden realizar mezclas de diferentes organismos de

una misma especie de hospedero y corroborar si pertenecen a una sola especie y a cuál.

En los resultados de la Tabla 8 se observa que la secuencia obtenida con la

subunídad 18s rADN para P. minimum de adultos obtenidos experimentalmente con

metacercarias de A. robustus del Lago de Pátzcuaro tiene mayor similitud con especies de

la Familia Strigeidae que con especies de la familia Diplostomidae a la que pertenece P.

minimum, sin embargo no se puede asegurar que esta especie este mas emparentada con
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otras familias ya que la unidad que se amplificó no revela características de este tipo por ser

una región altamente conservada. Si se desea analizar el nivel de parentesco con otras

familias se tendrían que amplificar regiones con mayor variación genética. Para las especies

en general, las mayores variaciones se esperan en el espacio de transcripción interna (lTS-l

y -2) y en el Citocromo C. Sin embargo, estas variaciones en las secuencias de los ITS entre

individuos puede dar información de poblaciones relacionadas muy estrechamente,

complicando la interpretación de las comparaciones de las secuencias entre individuos.

En la Figura 9 y lOse puede observar que existen algunas variaciones entre

secuencias de organismos de la misma especie lo que indica que existen variaciones

intraespecíficas muy pequeñas en esa región, lo cual es de esperarse ya que estas variaciones

intraespecíficas se observan muy rara vez en las subunidades ribosomales (Rosenthal 2001) .

En el caso de las metacercarias de Chiapas (Figura 11) no se presentan variaciones en las

secuencias entre organismos de la misma especie, lo cual puede ser interpretado como una

evidencia de que la función del gene es crítica para el organismo y no es susceptible a

variaciones. Esto es, los individuos que sufren cambios drásticos en esta región y heredan

sus copias alteradas están en desventaja competitiva entre la población. En este trabajo se

estudió una región altamente conservada (18S rADN) que no presenta variaciones

significativas para la especie . Algunas variaciones en las secuencias se pueden presentar por

la calidad de la enzima Taq Polimerasa, la cual puede cometer errores cuando amplifica en

la PCR. Se calcula que se puede presentar 1 error por cada 450 ó 500 pares de bases.

Si bien la morfología de los adultos y de las metacercarias de P. minimum están bien

reconocidas en la literatura los datos que aportamos en este trabajo permiten corroborar

inequ ívocamente que las metacercarias en los peces corresponden molecularmente, con los

adultos obtenidos experimentalmente de pollos domésticos. Nuestro trabajo aporta la
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secuencia molecular tanto de éstas metacercarias como de los adultos obtenidos. Lo cual

permitió posteriormente, realizar comparaciones moleculares de metacercarias (con material

de otras localidades, Chapala y Chiapas y hospederos C. encaustus y P. mexicana) para su

identificación la cual se logra con un amplio margen de confiabilidad, sin necesidad de

completar el ciclo de vida del parásito.

El presente trabajo aporta una técnica de gran utilidad para la identificación

específica de formas larvarias de helmintos, sin requerir a completar el ciclo de vida. Esto es

de suma importancia, puesto que la identificación de larvas de helmintos con

procedimientos taxonómicos, tradicionales basados en el estudio morfológico, no es posible.

Las metacercarias de P. minimum son una de las especies de helmintos más

ampliamente distribuídos entre los peces dulceacuícolas de México. Asi también existen

muchas formas larvarias de parásitos sin identificar por las limitaciones que las técnicas

tradicionales tienen.

Debido a las posibles variaciones intraespecíficas que presentan algunos parásitos en

distintos estadios de desarrollo, se propone utilizar en estudios posteriores regiones con

mayor variación como las ITS-l y -2 ó el citocromo C.
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APÉNDICEI.

Tinción de metacercarias y adultos con Paracarmin de Mayer

l. Fijar en formol al 4% o en Bouin

2. Conservar en alcohol 70%

3. Teñir con Paracannin (30 seg. a 1 min.) dependiendo del grosor del helminto.

4. Lavar con alcohol 70% (10 minutos)

5. Diferencial en alcohol acidulado al 2% con ácido clorhídrico .

6. Lavar con alcohol 70% (15 minutos)

7. AlcoholSO% (15 minutos)

s. Alcohol 90% (15 minutos)

9. Alcohol 96% (15 minutos)

10. Alcohol absoluto (20 minutos)

11. Aclarar en salicilato de metilo o en aceite de clavo

12. Montar en bálsamo de Canadá.

APENDICEII

Kit de Amplificación de ADN total de Amersham, Genomiphi.

1.- Mezclar la metacercaria con 9 111 de Buffer de muestra.

Calentar a 95°C por 3 min

Enfriar a 4°C en hielo.
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2.- Para cada reacción de amplificación combinar 9 ,.11 de Buffer de reacción con 1 ul de la

mezcla de enzima proporcionada en el Kit. Agregar a la muestra en frío.

3.- Incubar la muestra a 30°C por 16-18 h

4.-Calentar la muestra a 65°C por 10 minutos. Enfriar a 4°C.

5.-Colocar la muestra a temperatura ambiente.

6.- Agregar 20 ul de agua pura a cada tubo .

7.-Agregar 4 ul de acetato de Sodio/EDTA a cada reacción, mezclar bien.

8.- Agregar 100 ul de etanol 100% a cada reacción y mezclar bien.

9.- Centrifugar los tubos a temperatura ambiente 15 minutos a 14,000 rpm.

10.- Remover el sobrenadante, la mayor cantidad de líquido posible.

1l.-Lavar la pastilla de ADN con etanol al 70%. Utilizar la cantidad de etanol que pueda

almacenar el tubo. Centrifugar 1 minuto a 14,000 rpm.

12.- Remover el sobrenadante. Secar la pastilla y resuspender en 30 ul de Buffer TE.

APENDICE 111

Kit de Purificación de ADN a partir de geles

1.- Cortar el área del gel con la banda.

2.- Pesar el gel. Para < 2% de agarosa colocar en un tubo y agregar 30 ul de amortiguador

solubilizador de gel por cada 10 mg.

3.- Incubar a 50°C por 15 minoAgitar cada 3 min hasta que el gel parezca solubilizado.

4.- Colocar un cartucho en 1 tubo de 2ml para lavar. Pipetear la mezcla del paso 3 en el

cartucho y centrifugar 1 min a 14,000 rpm. Descargar el residuo.
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5.-Colocar el cartucho nuevamente en el tubo de lavado de 2mI. Agregar 700 ul de Buffer

de lavado al cartucho e incubar por 5 min a temperatura ambiente. Centrifugar 1 min a

14,000 rpm. Descargar el residuo. Centrifugar de nuevo por 1 mino

6.- Colocar el cartucho en un tubo de recuperación de 1.5 mI. Agregar 35 ul de

amortiguador TE caliente directamente al centro del cartucho. Incubar por 1 min a

temperatura ambiente, centrifugar por 2 min a 14,000 rpm.
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ANEXO 1

W5J 35 ciclos

~~

94°C 94°C

/
3' 30"

50°C
72°C 72°C

30" 8'
30" 4°C

a
A B e

Condiciones de tiempo y temperatura para la amplificación del 18S rADN de P. minimum
en la prueba de la PCR. A) Desnaturalización, B) Alineación y C) Extensión.
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...

0.49mm

Figura 5. Metacercaria de P. minimum de los ojos de P. mexicana de Villa Flores, Chiapas.
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0.29 mm

Figura 4. Metacercaria de P. minimum del hígado de C. encaustus del Lago de Chapala.
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Figura 2. Adulto de P. minimum obtenido experimentalmente con metacercarias del hígado
de A. robustus (Morfotipo 1).
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0.49mm

Figura 3. Adulto de P. minimum obtenido experimentalmente con metacercarias del hígado
de A. robustus (Morfotipo 2).
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0.49mm

Figura la. Metacercaria de P. minimum del hígado de A. robustus del Lago de Pátzcuaro,
Michoacán.
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Figura lb. Metacercaria de P. minimum del hígado de A. robustus del Lago de Pátzcuaro ,
Michoacán.
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