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Resumen

El género Gnathostoma fue descrito por Owen en 1836; a partir de entonces se han
registrado 12 especies parasitas de mamiferos en Asia y America. El estudio de este
género se incremento al descubrirse su importancia médica, debido a que las larvas de
tercer estadio avanzado de especies como G. spinigerum, G. hispidum, G. doloresi, G
nipponicum y G. binucleatum, son capaces de infectar al hombre causando una
enfermedad llamada gnatostomiasis.

Con el desarrollo de la sistematica filogenética se dio un giro en el estudio de las
relaciones entre grupos parasitos y se abandoné el uso de los datos del hospedero para
inferir su identidad e historia evolutiva; lo anterior, aunado al desarrollo de técnicas
moleculares, robustecié el estudio evolutivo de estos organismos. Dentro de este marco
se realiz6 el andlisis filognético del género Gnathostoma con base en datos morfologicos
(obtenidos de ejemplares adultos) y moleculares (a partir de las secuencias del gen
ribosomal 28S). Mediante recolectas en el campo, donacién o préstamo por parte de
varias instituciones, se obtuvieron los gusanos estudiados tanto morfolégica como
molecularmente. Siguiendo la metodologia cladista se analizaron individualmente ambos
tipos de datos. En total se obtuvieron 21 caracteres morfolégicos, en su mayoria binarios
y multiestado; cuatro de estos fueron multiestado polimorficos y se analizaron con el
meétodo “Generalized Frecuency Coding”. Se obtuvieron las secuencias de G.
binucleatum, G. doloresi, G. hispidum, G. lamothei, G. nipponicum G. spinigerum y G.
turgidum; éstas fueron alineadas resultando una matriz de 599 sitios por 15 taxones,
mostrando una divergencia de 1-6.2 % entre si. Ambas matrices se corrieron en PAUP,
realizando analisis de parsimonia maxima con busqueda heuristica de arboles. Se obtuvo
un arbol en cada uno de los casos. El arbol de datos morfologicos tuvo valores de:
L=1951, IC=0.727, RI=0.56 y RC= 0.404, mientras que él de datos moleculares present:
L=317, 1C= 0.933, RI=0.796 y RC= 0.760.

El analisis filogenético mostré que el género Gnathostoma es monofilético y que
su origen probablemente fue en América del norte y su historia de diversificaciéon y
distribucion en el mundo siguié un patrén general ligado estrechamente a los mamiferos
carnivoros. Los cambios de hospedero en diferentes momentos de la historia del género
podrian estar jugado un papel importante en la evolucion del mismo, asi como el
intarcambio de faunas a través del paso de Bering y del Istmo de Panama; de la misma
forma, el aislamiento de taxones tras la ultima glaciacién, tuvo influencia en la evolucién




del genero asi como en la presencia del amplio espectro hospedatorio con que éste grupo
de nematodos cuenta.

Las especies asiaticas y americanas no formaron dos clados independientes. De la
misma manera, las especies que parasitan al hombre no representan un grupo
monofilético; 1o que sugiere que todas las especies del género pueden tener la capacidad
de infectar al hombre, siempre y cuando tengan un hospedero intermediario o paraténico
incorporado a |la cadena alimenticia del humano.

Entre los aspectos taxonicos derivados del estudio filogenético se encuentra la
afirmacion de la independencia de G. binucleatum y G. socialis, ambas sefaladas por
algunos autores como sinonimas de G. spinigerurn. Dedido a lo anterior, la composicion
actual del género asciende a 13 especies: G. americanum, G. binucleatum, G. doloresi, G.
hispidum, G. lamothei, G. miyazakii G. malasiae, G. nipponicum, G. procyonis, G.
socialis, G. vietnamicum, G. spinigerumy G. turgidum.

Finalmente, y a pesar de que faltan algunos aspectos por cubrirse para realizar
una hipbtesis mas robusta de las relaciones entre las especies de Gnathostoma, este
trabajo constituye un primer acercamiento a la filogenia del género y puede sentar las
bases para estudios taxonomicos y filogenéticos posteriores.




Abstract

The genus Gnathostorna was described by Owen 1836. Twelve species parasitizing
mammals have been recorded in the world so far. The study of this genus was
increased when it was discovered its medical importance, since the advanced third
stage larvae of some species (G. spinigerum, G. hispidum, G. doloresi, G nipponicum
and G. binuclealum) are able to infect humans causing the disease called
gnatostomiasis.

A phylogenetic analysis of Gnathostoma was carried out with morphological
(obtained from adult specimens) and molecular data (28S ribosomal gene sequences).
The worms were obtained through collects, donations or loans. Following cladistic
mathodology both kinds of data were analyzed; in total 21 morphological characters
were obtained, 17 binary and multistate and four polimorfic multistate. The latter were
analyzed with the method "Generalized Frecuency Coding". The sequences obtained
for G. binucleatum, G. doloresi, G. hispidum, G. lamothei, G. nipponicum G.
spinigerum and G. turgidum were aligned to build a matrix of 599 sites by 15 taxa. The
matrices were analyzed in PAUP with maximun parsimony and heuristic search. The
morphological tree had: L=1951, Cl = 0,727, RI=0.56 and RC = 0,404, whereas the
molecular tree presented. L=317, Cl = 0,933, RI=0.796 and RC = 0.760. The
phylogenetic analysis pointed out that Gnathostoma is a monophyletic group and it was
probably originated in North America. The diversification and distribution of this genus
was closely related with those of camivore mammals. Likely the host-gwitching, the
interchange of faunas through Beringlan passage and Panama Isthmus, and the taxa
isolation during the last glaciation, played an important role in the evolution of this
genus and its presence in several hosts. On the other hand, neither Asiatic and
American species, nor the species parasitizing humans represent monophyletic
groups; this suggests all species of Gnathostorma can be parasites of humans, if they
have incorporated an intermediary or paratenic host in their nutritional chain. The
phylogenetic study suggests that G. socialis is not a junior synonym of G. spinigerum,
therefore Gnathostoma includes 13 species: G. americanum, G. binucleatum, G.
doloresi, G. hispidum, G. lamothei, G. miyazakii, (G. malasiae, G. nipponicum, G.
procyonis, G. socialis, G. vietnamicumn, G, spinigerum and G. turgidum.

Although some aspects can be improved to get a more robust hypothesis about
relationships among species of Gnathostoma, this study represents the first
approximation to the genus phylogeny and the baseline for future taxonomic and

phylogenetic surveys.



INTRODUCCION

Sistematica Fllogenética

Durante mas de la mitad del siglo 20, los esfuerzos de los sistematicos enfocados
a reconstruir la historia filogenética de los organismos, estuvieron basados en criterios
poco objetivos. Esta situacion cambié cuando se definieron métodos precisos para la
reconstruccion de la historia evolutiva, a partir de atributos de los organismos actuales y
fésiles, principalmente a través de la metodologia propuesta por el zo6logo Willi Hennig
(1966). Posteriormente, estos métodos fueron refinados y se desarrollaron criterios
explicitos para generar estimaciones filogenéticas, instituyéndose una de las escuelas en
sistematica mas importante hasta el momento: la sistematica filogenética o cladismo
(Wiley, 1981).

La sistematica filogenética emplea métodos empiricos y principios estrictamente
evolutivos para formar clasificaciones mas que depender de la intuicién o la autoridad
(Wiley, 1981). En este método el concepto de homologia ha sido central. Asi, los cladistas
cuentan con criterios morfologicos, filogenéticos, paleontoldgicos y embriolégicos y con la
correlacion de series de transformacion para la identificacion de las homologias derivadas
(sinapomorfias) y ancestrales (plesiomorfias) (Hennig, 1966; Wiley, 1981; Schuh, 2000). A
partir del analisis de la forma y estado de las sinapomorfias, se establecen las relaciones
de ancestria y descendencia. Las sinapomorfias definen agrupamientos a diferentes
niveles que se consideran como grupos monofiléticos o naturales (Hennig, 1966; Schuh,
2000). De manera contraria, las plesiomorflas (caracteres ancestrales) y las
simplesiomorfias (caracteres ancestrales compartidos) no son utiles para determinar
grupos monofiléticos, pues no son caracteres heredados directamente de un ancestro
comun inmediato (Wiley, 1981).

Las hipétesis de relaciones filogenéticas son expuestas en esquemas de
ramificacion dicotémica (Schuh, 2000); estos esquemas son llamados cladogramas y a
partir de ellos es posible construir clasificaciones (Wiley, 1981). Tras un andlisis cladista
se obtienen varias hipétesis (cladogramas); el criterio de parsimonia (menor niimero de
cambios) permite decidir entre una de las hipdtesis resultantes (Wiley, 1981).




Sistematica molecular

Aproximadamente al mismo tiempo de los avances en los métodos de estimacién
filogenética en los afios 60, las técnicas para obtener la secuencia molecular de las
proteinas y acidos nucléicos de los organismos fueron adoptadas por los bidlogos
evolutivos y los datos obtenidos para la estimacién filogenética comenzaron a
incrementarse. Una de las razones centrales de este incremento fue el desarrollo de una
nueva herramienta: la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en
inglés). Esta es de gran utilidad para la replicacién in vitro del DNA, lo que la hace una
herramienta con un poder inigualable en la sistematica filogenética. Lo anterior, en unién
con el desarrollo y utilizacién de un amplio grupo de iniciadores para la amplificacion de
genes (primers), han incrementado la cantidad de datos referentes a la variacion de las

- secuencias de DNA dentro y entre las especies. A la fecha, se han construido algoritmos
para el analisis y comparacion de secuencias en programas computarizados, con los
cuales es posible el analisis de grupos de datos grandes y complejos (Hillis et a/., 1996).

En las secuencias de DNA, los caracteres son los sitios o loci del DNA ocupados
por un nucledtido en particular, el cual sera a su vez el estado de caracter presente,
siendo entonces cuatro los posibles estados: adenina, citosina, guanina y timina o uracilo
(en el caso de RNA) (ACGT 6 U) (Hillis et al., 1996). Determinar la homologla de sitios al
comparar secuencias de DNA o RNA entre taxones es referido como un alineamiento.
Dos o mas sitios que se encuentran en una localizacion similar dentro de la secuencia,
pueden representar homologia, debido a que ellos estan ocupados por el mismo
nucledtido. No obstante, secuencias como el DNA ribosomal pueden tener un nimero
variable de nucledtidos entre diferentes taxones, asi como algunas areas no homélogas
insertadas o areas duplicadas, por lo cual, ademas de requerir el uso de moléculas
homologas, un analisis filogenético de secuencias requiere también de homologfa
posicional (Hillis et al.,1996).

Estudios de biologia comparada con parasitos

El primer investigador en utilizar a los parasitos y los patrones de distribuciéon de
sus hospederos como evidencia de la deriva continental fue Von Ihering (1891,1902 En:
Brooks y Mc Lennan, 1993). Este autor propuso que las relaciones entre los helmintos y
sus hospederos pueden ayudar en la estimacién de la edad minima de especies y




géneros (dando énfasis a la especificidad hospedatoria); también propuso que los
parasitos pueden tener una especiacién paralela a sus hospederos si estos Gltimos fueron
aislados geograficamente. Por su parte, Kellogg (1896, 1913 y 1914 En: Brooks y
McLennan, 1993) sefialé que la especiacion del hospedero tras un aislamiento geogréfico,
no implicaba necesariamente la especiacién de sus parasitos, argumentando que el
medio es el que cambia e influye directamente sobre el hospedero; en cambio, para los
parasitos no se modifican las condiciones al interior éste. También considera que la
especificidad hospedatoria no es tajante, indicando que existen especies de parasitos en
mas de dos especies de hospederos no relacionadas entre si y habitando una misma
region.

Fué hasta el desarrollo del método cladista cuando se robustecié el estudio de la
evolucion de grupos parésitos. El uso de la distribucién geografica y/o datos del
hospedero para inferir la identidad de los parasitos y sus relaciones filogenéticas fueron
abandonados.

A partir de que se comenzaron a utilizar las relaciones parasito - hospedero para
explicar procesos evolutivos, han sido realizados varios trabajos de los cuales se han
desprendido algunas reglas e ideas nuevas aplicadas a los patrones de especiacion de
los parasitos y la especificidad hospedatoria, entre otros aspectos. Brooks y McLennan
(1993) han integrado algunas de estas ideas en una propuesta que involucra el estudio
evolutivo de los parasitos y sus hospederos: “Parascript” (los parasitos y el lenguaje de la
evolucion), concepto que fue propuesto por Manter (1966, En: Brooks y McLennan, 1993).
Con el Parascript se intentan esclarecer los patrones geograficos de los parasitos y de
asociacion con sus hospederos. Las asociaciones pueden exhibir dos clases de patrones.
Primero, una especie de parasito puede presentarse en un &rea particular y en un
hospedero particular por la accién de la vicarianza y porque sus ancestros y los ancestros
de sus hospederos interactuaron en el pasado. Segundo, los parasitos pueden
presentarse en un hospedero o 4rea particular por la accion de la dispersién o cambio de
hospedero. En cada caso las especies parasitas tienen una asociacién inherente, y su
historia filogenética puede ser o no congruente con la historia geolégica de las 4reas o la
historia filogenética de los hospederos.




ANTECEDENTES

El género Gnathostoma fue descrito por Owen en 1836 tras el hallazgo de algunos
ejemplares de G. spinigerum parasitando el estbmago de un tigre de Bengala (Panthera
tigris) en el zoolbgico de Londres. A partir de entonces varias especies se han descrito
como parasitas de distintos taxones de vertebrados y de algunos invertebrados, cuya
distribucion basicamente se restringe a dos continentes: Asia y América. En Asia los
paises que cuentan con registros son Japén, Tailandia, Malasia, China, India, Vietnam,
Filipinas, Sri-Lanka, Birmania, Bangladesh, Sumatra, israel, Rusia e Islas Mentawei
(Miyazaki, 1960, 1991; Daengsvang, 1980; Lamothe, 1997). Hasta el momento, en
America, se ha sefialado la presencia de especies de Gnathostoma en los siguientes
paises: Canada, E.U.A, México, Peru, Brasil, Panama, Ecuador y Argentina (Daengsvang,
1980; Ollague, 1985, Lamothe, 1997). También se han realizado registros aislados en
Hungria, Alemania, Turquia, Australia y Zaire (Daengsvang, 1980; Miyazaki, 1991).

El estudio de los namatodo de este género se incrementd a partir de que se
descubrié su importancia médica, ya que las larvas de tercer estadio avanzado (L;A) de
algunas especies como G. spinigerum, G. hispidum, G. doloresi, G. nipponicum y G.
binucleatum (Miyazaki, 1991; Almeyda-Artigas, 1991; Le6n-Régagnon et al,, 2002) son
capaces de infectar de manera accidental al hombre cuando éste ingiere carne cruda de
sus segundos hospederos intermediarios o paraténicos, especialmente pecaes, causando
un padecimiento denominado gnatostomiasis, la cual presenta prevalencias muy altas en
palses como Tailandia y Japdn y s6lo casos aislados en algunos otros.

Ciclo de vida

Los gusanos adultos habitan principalmente en la pared del estémago, aunque
también algunas especies se han encontrado alojadas en el eséfago y rifiones de sus
hospederos definitivos. Las hembras después de la copula, depositan huevos que son
conducidos al exterior a través de las heces (u orina al encontrarse en rifiones). Al estar
en contacto con un cuerpo de agua dulce o salobre, los huevos contintian su desarrollo
diferenciandose una larva de primer estadio (L,), la cual sufre una muda transformandose
en una larva 2 (L;). Dicha larva abandona el huevo a través de un opérculo y nada
activamente en el medio. De ser ingerida por copépodos (primeros hospederos
intermediarios), la L, se transforma en una larva 3 temprana (L;T), la cual se aloja en el

hemoceloma del crustaceo. Los copépodos infectados sirven de alimento a distintas




especies de peces (segundos hospederos intermediarios), en cuyo estémago son
digeridos liberando a la L,T; esta larva migra hacia la musculatura esquelética,
trangformandose en una larva 3 avanzada (L;A), que es la forma infectiva para el
hospedero definitivo. Sin embargo, este ciclo suele complicarse por la intervencion de
hospederos paraténicos, los cuales pueden ser otros peces, anfibios, reptiles, aves
ictiéfagas e incluso mamiferos (Lamothe, 1997). Finalmente, mamiferos (hospederos
definitivog) carnivoros, marsupiales, suidos y roedores, que tienen como parte de su dieta
al segundo hospedero intermediario o alguno de los hospederos paraténicos, se infectan
con la LA, la cual se transforma en adulto alcanzando la madurez sexual (Miyazaki,
1991).

Sistematica del género

A partir del establecimiento del género Gnathostorna en 1836, se han descrito 11
especies, en su mayoria a partir de caracteristicas presentes en los organismos adultos.
Sin embargo, los caracteres utilizados para definir especies han variado de un autor a otro
y también de acuerdo con la época de la descripcidn; por ejemplo, varias de las primeras
descripciones son muy poco detalladas e incompletas y generalmente no presentan
dibujos o fotografias de las estructuras que caracterizan a las especies. No obstante, hay
ciertos caracteres constantes que se han establecido y envlos que han coincidido los
autores al hacer alguna revisién del género, otorgando de esta forma la validez a las
especies. Estos caracteres son: nimero de anillos de ganchos en el bulbo cefélico,
porcentaje del cuerpo cubierto por espinas, forma y distribucién de las espinas en cada
region, cantidad de tapones polares en el huevo, textura de la cascara del huevo, patrén
de las papilas pericloacales en el macho, taxon del hospedero definitivo y distribucién
geografica (Miyazaki, 1960; Daengsvang, 1980).

Dadas las enormes diferencias que presentan los ejemplares en estadio larvario
(LsA) con respecto al adulto y la necesidad de identificar a las especies en esta etapa
debido a su importancia médica, se han utilizado caracteres diagndsticos en esta fase del
ciclo de vida como: nimero de ganchos en cada uno de los anillos del bulbo cefélico,
diferencia entre el nimero de ganchos del primer y ltimo anillo, la posicion de la papila
cervical y poro excretor, forma de los ganchos del bulbo (Lamothe et al., 1989), asl como
el patrén nuclear perientérico (Akahane et al., 1986). No obstante, se ha observado que
en algunos casos estas caracteristicas no son suficientes para diferenciar a las especies a
este nivel, lo que ha originado controversia en cuanto a la identificacién del agente causal




de la gnatostomiasis humana, principalmente en América (Almeyda-Artigas, 1991;
Almeyda-Artigas ef al., 2000a; Leén- Régagnon et al., 2002). Cabe afadir que para las
LsA de la mayoria de las especies americanas no hay descripciones publicadas y las
existentes, no son detalladas.

La primera revision del género fue realizada por Baylis y Lane (1920); ésta es
parte de una revision general de la familia Gnathostomatidae la cual fue dividida en dos
subfamilias: Spiroxynae y Gnathostominae. La primera subfamilia quedd integrada
unicamente por el género Spiroxys y la segunda por los géneros Tanqua, Echinocephalus
y Gnathostoma; en ese entonces, este Lltimo género contaba con pocas especies
descritas y la mayorfa cayeron en sinonimia con G. spinigerum.

En 1960, Miyazaki efectud la revision de las 19 especies conocidas hasta entonces
en la literatura, reconociendo como validas solo a siete de éstas, y considerando a las
restantes como sinénimos. Posteriormente, Daengsvang (1980) en una nueva revision,
considero a 12 especies validas, pero dos de éstas (G. brasiliense Ruiz, 1952 y G.
didelphis Chandler, 1932) fueron descritas basandose en organismos jévenes, por lo que
su validez fue puesta en duda. En 1991, Miyazaki realizé un segundo analisis del género,
reconociendo la validez de diez especies; las siete publicadas en su primer trabajo y tres
incluidas por Daengsvang (1980), considerando a G. brasiliense y G. didelphis como
sinonimos de G. turgidum. Almeyda-Artigas (1891) adicion6 una especie mas al género:
G. binucleatum y recientemente Bertoni et al. (2005) describleron una nueva especie (G.
lamothei); lo que suma un total de 12 especies pertenecientes a este género.
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Tabla 1. Composicion actual del género Gnathostoma en el mundo (Miyazaki, 1991:
Almeyda-Artigas, 1991 y Bertoni et al., 2005)

ESPECIE HOSPEDERO PAISES CON REGISTRO
DEFINITIVO
ASIA

G. spinigerum Owen, 1836 Tigres, perros y gatos Japén, Tailandia.

G. hispidum Fedtschenco, Cerdos silvestres y China, Japén, Tailandia, Hungria,

1872 domésticos Alemania, Australia.
G. doloresi Tubangui, Cerdos silvestres y Filipinas, India, Jap6n, Vietnam.
1925 domeésticos
G. nipponicum Yamaguti, Comadrejas Japén
1941
G. malaysiae Miyazaki y Ratas Malasia
Dunn, 1965
G. vietnamicum Le-van- Nutrias Vietnam
Hoa, 1965
AMERICA
G. turgidum Stossich, Tlacuaches Argentina, Brasil, México y E.U.A.
1902
G. americanum Travasos, Tigrillos Brasil
1925
G. procyonis Chandler, Mapaches E.UA.
1942
G. miyazakii Anderson, Nutrias Canadé
1964
G. binucleatum Almeyda-  Tigrillos, gatos y perros México y Ecuador
Artigas, 1991
. . Mapaches
G. lamothei Bertoni et al., México
2005
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Estudios de sisteméatica molecular con Gnathostoma

En los dltimos afios, las herramientas moleculares han cobrado auge en los
estudios de sistematica y evolucion de nematodos (Nadler, 1992; Fitch et al., 1995
Campbell et al., 1995). Para el género Gnathostoma se han realizado cuatro trabajos
utilizando este tipo de informacién. En los dos primeros (Almeyda-Artigas ef al., 2000a:
2000b), se analizaron las secuencias de los espaciadores internos ITS1 e ITS2 del DNA
ribosomal (rDNA) y el fragmento 5.8S del rDNA de G. binucleatum, G. spinigerum y G.
turgidum, concluyendo que el ITS2 es un buen marcador genético para la diferenciacién
de las especies del género, aun cuando éstas sean morfolégica y biolégicamente muy
parecidas. El grado de divergencia encontrado entre las secuencias de nucleétidos de
este marcador es elevado, lo que no permite el alineamiento con secuencias de otras
especies del género, por lo cual no es posible utilizarlo para estudios filogenéticos. Para el
caso del ITS1, la variacién observada fue excesiva para tener informacién a este nivel
taxonémico. Asl también, determinaron que la regién 5.8S del gen del rDNA esta bien
conservada, por lo que podria ser un buen marcador para andlisis de tipo filogenético,
aunque esta region es demasiado corta. Por otro lado, basandose en las secuencias,
Almeyda-Artigas ef al., 2000a, asumen la presencia de dos nuevas especies para México:
Gnathostoma sp. | y Gnathostoma sp. Il. La secuencia de la primera fue nombrada en el
genbank como G. neoprocyonis, sin embargo, ninguna de estas especies ha sido descrita
formalmente, por lo que no seran incluidas en nuestro estudio.

Ledn-Regagnon et al. (2002) estudiaron al agente etiolégico de la gnatostomiasis
en Nayarit. Utilizando el ITS2 del rDNA, encontraron un grado de divergencia minimo
(0.24 % o menos) entre las larvas de la region y G. binucleatum, indicando que las larvas
examinadas pertenecen a esta especie.

Posteriormente Martinez-Salazar y Ledn-Régagnon (2005), realizaron un estudio
de variacién morfolégica y molecular de fas L,A en peces de Acapulco, donde se utilizo
como marcador al ITS2. Al comparar sus secuencias con las del Genbank, concluyeron
que la especie analizada era G. binucleatum y que aln cuando se encontraron seis
morfotipos dentro de la poblacién de parasitos en distintos hospederos, las variaciones
moleculares fueron minimas (0.98% y 0.71%) con respecto a esa especie. Sin embargo,




la variacion intraespecifica encontrada a este nivel, es mas alta que la registrada para la
especie en otras poblaciones de G. binucleatum (Almeyda et al., 2000ab).

Bertoni-Ruiz et al. (2005) al realizar la descripcion de G. lamothei compararon la
secuencia del ITS2 de esta especie con otras publicadas en el genbank, observando un
99.2 % de similitud con la secuencia de Gnathostoma sp. 1 (Almeyda-Artigas et al.,
2001a), por lo cual los primeros autores asignaron como G. lamothe/ a todos los
registros previos de Gnathostormna sp.1

Por ditimo, en el genbank se cuenta con las siguientes secuencias de
Gnathostoma: G. turgidum (ITS2, 5.85 y 188), G. spinigerum (ITS1, ITS2, 188, V4, 5.8S,
COl y MMP), G. binucleatum (ITS1, ITS2, 5.8S, 188 y CQI, 28S), Gnathostoma sp. de
Posciliopsis gracilis de México (ITS2 y 5.88), Gnathostoma sp. de Philander oposum de
Mexico (ITS2 y 5.8S), Gnathostoma sp. de Procyon lottor de México (ITS 2, 5.88), G.
oligomucronatum (18S) y G. neoprocyonis (18S), G. hispidum, G. nipponicum y G.
doloresi (188, ITS1, ITS2, 5.8S, 288 y COl), G. lamothei (ITS2). Cabe destacar que
algunas de las secuencias pertenecen a especies aln no descritas o que han sido

consideradas como sinonimos.
Relacién del género Gnathostoma con sus hospederos y su distribucién geografica

Como se ha mencionado anteriormente, los hospederos definitivos de los gusanos
del género Gnathostoma se encuentran incluidos en al menos cuatro érdenes de
mamiferos, mientras que el estadio larvario L,A ha sido encontrado en varias familias de
peces. No obstante el amplio espectro hospedatorio que presenta el género, se tiene claro
que cada especie en estado adulto presenta una especificidad en cuanto al taxén de
hospedero al que parasita.

En el caso de las L;A, al menos para las especies mexicanas, también se sabe
que existe cierto grado de especificidad, pues peces de las familiag Cichlidae, Ariidae y
Eleotridae son las que cuentan con el mayor numero de registros como hospederos
intermediarios en el pais (Le6n-Régagnon st al., 2005).
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Justificacion

Este trabajo es un primer acercamiento al estudio de las relaciones filogenéticas
entre las especies del género Gnathostoma, Debido al desconocimiento de dichas
relaciones, hasta el momento no se ha abordado la discusién sobre los procesos que han
originado la distribucién actual de estos parasitos, tanto en sus hospederos naturales
como en las dreas geograficas donde se han registrado. Un estudio filogenético del
genero puede responder las siguientes preguntas: /estos parasitos presentan una historia
en comun con sus hospederos?, ;las especies asidticas y americanas forman grupos
monofiléticos respectivamente?, 4 qué relacion existe entre las especies de Gnathostoma
que tienen un mismo taxén como hospedero?, /las especies que parasitan al hombre
tienen una historia comin? y finalmente ,cuéntas especies forman actualmente al
género?
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OBJETIVOS

GENERAL

Proponer una hipétesis filogenética para el género Gnathostorna mediante la
utilizacion de caracteres morfolégicos y moleculares.

PARTICULARES

Realizar un estudio de morfologla comparada de las especies validas del género
en el mundo.

Obtener las secuencias del gen ribosomal 28S de G. binucleatum, G. doloresi, G.
hispidum, G. lamothei, G. nipponicum y G. spinigerum para su andlisis filogenético.

Realizar una revision taxonémica de las especies americanas del género con el fin
de confimmar su identidad.

Proponer una hipétesis biogeografica para las especies del género en todo el
mundo, derivada de su filogenia.
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MATERIAL Y METODOS

OBTENCION DE MATERIAL

Con la intencién de obtener material helmintolégico, tanto para el analisis
morfol6gico de las especies del género Gnathostoma como para su estudio molecular, se

realizaron las siguientes actividades:

a) Salidas al campo. Recolecta y revisién de animales silvestres

Se llevaron al cabo ocho salidas al campo con el fin de obtener ejemplares frescos de
las especies del género que se distribuyen en México. Las localidades visitadas fueron las
siguientes: Colima, Colima (8 al 11 de agosto de 2002); Nizanda y Mixtequilla, Oaxaca
(13 al 24 de septiembre de 2002); Temazcal, Oaxaca y Tierra Blanca, Veracruz (26 al 30
de septiembre de 2002); Temazcal, Oaxaca (14 al 17 de noviembre de 2002);
Villahermosa, Tabasco (1-5 de febrero de 2003); Alvarado, Veracruz (21-24 de marzo de
2003); Mixtequilla, Oaxaca (17-21 de abril de 2003); Alvarado y Tlacotalpan, Veracruz (1-5
de mayo de 2003); Tlacotalpan, Veracruz (6-8 de junio de 2003, 14-19 de julio de 2003 y
12-18 mayo de 2005).

En estas localidades se recolectaron distintos mamiferos, basicamente empleando
dos métodos. El primer método fue la utilizaclén de trampas jaula "tomahawk" colocadas
en lugares estratégicos, dejando como sebo una mezcla de sardinas en lata, platanos
maduros y hojuelas de avena. De esta manera se capturaron marsupiales de los géneros
Didelphis y Philander. El segundo método fue el uso de armas de fuego mediante la
ayuda de cazadores, este método se requiridé especialmente para la obtencién de
mapaches (Procyon lotor).

Los hospederos capturados con las trampas se sacrificaron mediante la inhalacién
directa de cloroformo durante un lapso aproximado de 15-20 minutos. Posteriormente se
les realizé una incision ventral desde el ano hasta el térax y se extrajeron los érganos
donde cominmente se alojan los nematodos (aparato digestivo, principalmente estémago
e higado).

Una vez obtenidas las visceras, estas se revisaron con ayuda del equipo de
diseccion, bajo el microscopio esterioscdpico. Los gusanos encontrados se colocaron en
cajas de Petri con solucién salina al 0.8 %. Para el andlisis morfolégico fueron fijados en
etanol al 70% caliente y conservados en frascos con liquido conservador de helmintos y




para el analisis molecular se colocaron directamente en frascos homeopéticos con etanol
al 100%. Algunos de los ejemplares fueron depositados en la coleccion Nacional de
Helmintos (CNHE) (tabla 2).

b) Adquisicion de material por donacién o préstamo de otras instituclones

Se obtuvieron varios ejemplares de G. doloresi, dos de G. hispidum y dos de G.
nipponicum como donacién del Dr. H. Akahane (+) de la Universidad de Fukuoka y del Dr.
K. Ando de la Universidad de Hie, ambas en Japon, para su estudio tanto morfoldgico
como molecular. EI M. en C. Cesar Alvarez Guerrero de la Universidad Auténoma de
Nayarit, don6 dos ejemplares de G. binucleatum. Tamblén fueron donados ejemplares de
Spiroxys sp. por parte de la Coleccién de Helmintos de la Universidad de San José, Costa
Rica y de Echinocephalus janzeni donados por la Dra. J. Caira, de la Universidad de
Connecticut, Storrs, Connecticut, EUA.

Se obtuvieron en préstamo varios lotes de especies de Gnathostoma de las
siguientes instituciones: Coleccién Nacional de Helmintos, Instituto de Biologla (CNHE),
UNAM; Harold W. Manter Laboratory de la Universidad de Nebraska en Lincoln, Nebraska
(HWML); Coleccién Nacional de Parasitos Estados Unidos de Norte América en Beltsville,
Maryland, Washington (USNPC) y de la Coleccion de Parasitos del Canadian Museum of
Nature (CMNPA) en Ottawa, Canad4.
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ANALISIS FILOGENETICO

El analisis filogenético del género se realizé en diferentes etapas segln la
metodologla cladista. La informacion se obtuvo de acuerdo con las técnicas apropiadas
para cada uno de los dos niveles con los que determinamos trabajar: morfolégico y

molecular.

Estudio Morfolégico

a) Revision de Informacién bibliografica

Fueron estudiadas las descripciones de las especies que componen al genero
Gnathostorna distinguiendo los caracteres mas utilizados por los autores para
diferenciarlas, incorporando algunos de elios al estudio filogenético.

También se analizé bibliografia de los géneros que componen a la familia
Gnathostomatidae, con el fin de determinar grupos externos y seleccionar otros

caracteres a utilizar en el andlisis.

b) Revisién de eJemplares obtenidos mediante recolectas en el campo y préstamo o
donacién de colecciones helmintolégicas

Algunos caracteres no referidos en la bibliografia fueron obtenidos a través de la
observacion directa de ejemplares. Inicialmente se analizaron ejemplares de los géneros
Gnathostorna, Spiroxys y Echinocephalus janzeni (CNHE). Adicionalmente se revisaron
39 lotes de G. procyonis y G. turgidum obtenidos en préstamo del HWML; asf también, se
examinaron 20 lotes de las especies G. turgidum, G.procyonis, G. spinigerum, G.
miyazakii, G. hispidum, G. doloresi y Gnathostomna sp, los registrados como paratipos de
las especies aln no descritas G. neoprocyonis y G. oligomucronatum de la USNPC
(apendice 1). Por Ultimo, se analiz6 un lote de ejemplares de G. miyazakii proveniente de
CMNPA. También fueron revisados todos aquellos ejemplares de G. binucleatum y G.
doloresi recibidos en donacién. Esta revisibn de ejemplares también fue util para la
validacién y redescripcion de algunas especies americanas, asi como para redeterminar a

algunos de estos lotes.




¢) Técnicas utllizadas

Para un andlisis morfolégico detallado fue necesario aclarar a los neméatodos con
lactofenol de Amman durante un periodo de 10-30 dias segun el tamafio y textura de la
cuticula de los nematodos; una vez aclarados, se montaron en preparaciones temporales
utilizando cubreobjetos, portaobjetos y calzas de papel. Estas preparaciones se
observaron con la ayuda de un microscopio Optico y con un analizador de imagenes
digitales (Image Proplus) se obtuvieron fotografias digitales de varias estructuras.

Tambieén se realizaron estudios de microscopla electrénica de barrido (MEB) con
G. turgidum, G. procyonis, G. miyazakii, G. doloresi, G. lamothei y G. socialis. Para ésto
los ejemplares fueron deshidratados en alcoholes graduales (70%, 80%, 90% y 100%),
posteriormente los ejemplares fueron secados a punto critico con CO, y por ultimo se
recubrieron con oro-paladio. Las observaciones se realizaron en un microscopio
electrénico de barrido marca Hitachi.

d) Eleccion de caracteres morfolégicos

Utilizando individualmente o en conjunto las técnicas descritas anteriormente, asi
como la informacion bibliografica, se definieron los caracteres morfoldgicos utilizados en
el analisis.

La mayoria de los caracteres fueron obtenidos a partir de caracteristicas
cuantitativas y cualitativas de los diferentes tipos de espinas. Como el patron de
espinacién varfa a lo largo del cuerpo de las especies en cuanto a la forma de lag espinas
asi como en el numero de puntas, fue necesario determinar cuatro regiones del cuerpo
con el fin de tener la certeza de que se estuvieran comparando zonas homologas entre
cada uno de los taxones. Lo anterior se hizo basandonos en el principio de homologla de
posicién (Hennig, 1966). Estas cuatro regiones se eligieron tomando como referencia
ciertas estructuras claramente distinguibles y presentes en todos las especies de
Gnathostoma (el bulbo, la papila cervical, los sacos cervicales y la uniéon eséfago-
intestino) (figura 1).
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e) Determinacién de grupo externo

Hasta este momento no se hablia realizado ningun tipo de andlisis sobre las
relaciones entre los diferentes taxones que componen a la familia Gnathostomatidae, por
lo tanto no se conoce cual es el grupo hermano de Gnathostoma. Utilizando criterios tales
como su posiclon taxondmica tradicional, la facilidad de colecta o de acceso a ellos
mediante donaciones, entre otros, se eligieron como grupos externos a los siguientes
taxones: Spiroxys sp. y Echinocephalus janzeni ambos de la familia Gnathostomatidae.
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} Regién 1. Inmediata al bulbo

} Region 2. Paplla cervical

LH } Region 3. Fin de los sacos cervicales

u } Regién 4. Union eséfago intestino

Figura 1. Regiones delimitadas para el estudio de las espinas del cuerpo.
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d) Analisis de caracteres polimérficos multiestado con GFC y construccién de
matrices

El analisis de los caracteres 17-20 (ver lista de caracteres) se realizé utilizando el
método “Generalized Frecuency Coding” (GFC) propuesto por Smith y Gutberlet (2001),
con el cual pueden analizarse de manera sencilla los caracteres polimérficos multiestado
de acuerdo con su frecuencia de aparicién en cada uno de los taxones. Este método
puede ser aplicado tanto a caracteres cualitativos como cuantitativos que tengan como
caracteristica ser polimérficos y multiestado, asi mismo, con él se pueden integrar
aquellos caracteres binarios o multiestado que no son polimérficos.

De acuerdo con el método GFC, el primer paso es construir una matriz en la cual,
cada uno de los estados de caracter de los caracteres 17 a 20 (polimérficos multiestado)
deben considerarse como subcaracteres, es decir, ya no se codifican estos estados en la
matriz original, sino se construye una matriz “a” adicional de cada uno de ostos
caracteres. Por ejemplo el caracter 18 es el numero de puntas en la regién
inmediatamente posterior al bulbo cefalico. Estas van desde una hasta 11 puntas, por lo
tanto, los subcaracteres son una punta, dos puntas... hasta once puntas. Este
procedimiento se hace con cada uno de los caracteres obteniéndose tablas (matriz “a”)
en las cuales las columnas representan a los subcaracteres y las hileras a los diferentes
taxones; los estados de subcaracter son la frecuencias con que aparece cierto nimero de
puntas en cada uno de los taxones.

Una vez obtenida la matriz “a” se construye una segunda matriz “b” en donde
deben expresarse las frecuencias acumuladas, es decir, la suma de todas las frecuencias
de la muestra en un taxén, empezando a sumar las frecuencias desde el siguiente valor a
la derecha del primer subestado hasta el valor correspondiente al Gltimo. Después se
suman las frecuencias a la derecha del segundo subestado y asi sucesivamente de
manera tal, que esta matriz presenta una columna menos que la matriz “a”. Es posible
que se obtengan frecuencias acumuladas con un valor de 0 para todos los taxones, lo
cual significa que no es un subcartacter informativo para el anélisis.

Después de haber obtenido la matriz “b”, se construye una matriz “¢” en la cual
se sustituyen los valores de las frecuencias acumuladas en cada uno de los taxones por
letras, de acuerdo con el método propuesto por Wiens (1995).

El procedimiento anterior puede realizarse de manera manual o de la forma que se
hizo en este trabajo, utilizando el programa “FastMorfologyGFC” digponible en:
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http://nome.earthlink .net/~mgutberl/codethis/codethis.htm (Smith y Gutberlet, 2001), el
cual se alimenta con la matriz de los caracteres binarios y multiestado (matriz 1,
apéndice 2) y polimorficos mas las matrices “a” (matriz 2, apéndice 2) de todos los
caracteres polimorficos multiestado y de manera automética se calculan las matrices
siguientes quedando una matriz final (matriz 3, apéndice 2) con ambos datos en formato
nexus, la cual puede ser corrida directamente en el programa PAUP 4.10b.

ESTUDIO MOLEC R

a) Obtencién de caracteres moleculares

Con la finalidad de obtener informacién molecular complementaria para el analisis
filogenético, se realizaron una serie de técnicas estandarizadas para la obtencién de
secuencias de ADN (apéndice 3).

De ejemplares recolectados en el campo o donados de las especies G.
spinigerum, G. turgidum, G. nipponicum, G. hispidum, G. doloresi, G. lamothei, Spiroxys
8p. Yy Echinocephalus janzeni se extrajo DNA mediante el método fenol-cloroformo (Hillis
ot al, 1996). A partir del DNA total se amplificé el gen ribosomal 288 utilizando los
oligonucledtidos “28SY" (5- 3° CTA AC AGG ATT CCC TCA GTA ACG GCG AGT) vy
‘288Z" (5'- 3" AGA CTC CTT GGT CCG TGT TTC AAG AC) mediante la técnica de PCR,
con una temperatura de alineamiento de 50°C para G. hispidum y G. lamothei y 45°C para
las especies restantes, con 35 ciclos en un termociclador marca Eppendorf. Se evaluaron
los resultados a través de una electroforesis en gel-agarosa. Posteriormente se realiz6 la
purificacion del fragmento amplificado con la ayuda de un kit especifico (QlAquik PCR
purification marca QIAGEN) y se llevo al cabo la reaccion de secuenciacion para la cual
se utilizé el protocolo propuesto para Byg Dye sequencing kit. Por tltimo, los productos
purificados con columnas Centricep marca Princeton Separations, fueron llevados a un
secuenciador automatico (ABI PRISM 310) obteniéndose las secuencias parciales del gen
ribosomal 28S. Las secuencias fueron editadas a ojo y alineadas automaticamente con
los programas BioEdit (Hall, 1999) y Clustal W (Thomson et al., 1994).
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QBTENCION DE | AS HIPOTESIS MORFQLOG|CA Y MOLECULAR

Con los datos morfologicos analizados con GFC y las secuencias alineadas se
construyeron dos matrices de datos en formato Nexus.

Los datos fueron analizados independientemente en el programa PAUP 4.0b10
(Swofford, 2002) haciendo andlisis de parsimonia maxima. Se realizaron busquedas
heuristicas con mil réplicas al azar. Los cladogramas se enraizaron utilizando el grupo
externo. De los arboles resultantes se calcularon los parametros de longitud, Indice de
consistencia, indice de retencién e indice de retencién reescalado. Se calculd el soporte
de las ramas mediante bootstrap y de colapsamiento de éstas mediante el indice de
Bremer.
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RESULTADOS

RECQLECTA DE HQSPEDERQS Y EJEMPLA DE GNATH A EN MEXIC

En total se recolectaron y revisaron 77 mamiferos en los estados de Colima, Oaxaca,
Michoacan, Tabasco, Veracruz y Jalisco. De marsupiales del género Didelphis se
recolectaron seis ejemplares de Gnathostoma turgidum; asimismo, seis gusanos de
Gnathostoma lamothei se encontraron parasitando a Procyon lotor hernandezii. A la

mayoria de estos ejemplares se les asignd un nimero de catalogo de la CNHE (Tabla 2).

Tabla 2. Ejemplares de Gnathostoma recolectados en México durante este estudio.

Hospedero Localidad Especie (n) No. de catalogo

CNHE
D. virginiana Vallarta, Jalisco G. turgidum (1) 4740
D. virginiana Tlacotalpan, Veracruz G. turgidum (1) 4737
D. marsupialis Centro, Tabasco G. turgidum (3) 4739*
P. lotor hernandezii  Tlacotalpan, Veracruz G. lamothei (5) 4735*
P. lotor hernandezii  Tlacotalpan, Veracruz G. lamothei (1) s/in*
P. lotor hemandezii  San José Independencia, G. lamothei (3) 4421

Oaxaca.

* Lotes o ejemplares usados total o parcialmente para microscopla electronica o en

biologia molecular.

ANALIS|S FILOGENETICO CON DATOS MQRFOLOGICOS

En el analisis morfoldgico se incluyeron 12 especies del género Gnathostoma, seis
asiaticas (G. spinigerum, G. hispidum, G. doloresi, G. nipponicum, G. malaysiae y G.
vietnamicum) y seis americanas (G. turgidum, G. miyazakii, G.procyonis, G. lamothei, G.
binucleatum 'y G. americanum); asi mismo, se incluyeron en el andlisis dos lotes de
ejemplares registrados como Gnathostoma sp. y G. spinigerum (registrados como
parasitos de Mustela vison en E.U.A) que contaban con caracteristicas Unicas, diferentes
a las de G. spinigerum y que en el analisis nombraremos como “Gnathostoma sp.
(E.U.A)". Para todas estas especies, los datos se obtuvieron a partir de su observacién e
informacién bibliografica.
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Caracteres

En total se obtuvieron 21 caracteres, 16 de los cuales hacen referencia a caracteristicas
cualitativas, de estos, la mayoria se codificaron como muitiestado y s6lo dos como
binarios (caracteres 1y 8). Los caracteres 9 a 21 (a excepcién del 17) fueron obtenidos a
partir de caracteristicas (cuantitativas y cualitativas) de las espinas del cuerpo de acuerdo
a las regiones que se muestran en la figura 1.

De los caracteres 18 a 21 no se muestran los estados de caracter por ser
polimorficos multiestado. Estos caracteres se analizaron utilizando el método de
codificacion de frecuencias generalizadas (Smith y Gutberlet, 2001), el cual es detallado
en la metodologia.

A continuacién listamos los caracteres con sus respectivos estados, cuya
representacion grafica se observa en el apéndice 4.

1. Forma del cuerpo

0= cilindrica

1= ensanchada en la regién posterior

2. Cobertura de espinas en el cuerpo

0=0%

1= 80-100 %

2= 50 % con el resto de la cuticula lisa

3= 50 % con el resto de la cuticula con ornamentaciones diferentes a espinas,
3. Numero de tapones en el huevo

0= sin tapones

1= con un tapén

2= con dos tapones

4. Textura de la cascara del huevo

0= liso

1= con pequefias excavaciones profundas

2= con pequefias excavaciones ligeras

6. Forma de los ganchos del bulbo

0= sin ganchos

1= conicas simples

2= forma de gorro (con una base gruesa y una punta grande y roma)

27




3= forma de garra

4= forma de espina de rosal (Con una base gruesa y la punta pequena y aguda)
6. forma de la bursa copulatriz en los machos

0= bilobada

1= lobada simple

2= lobada con apéndice distal

7. Forma de las espinas de la bursa

0= sin espinas

1= espinas conicas

2= espinas elongadas

3= espinas redondas

8. Cambio en el patrén del tamafo papllar de la bursa

0= descendente

1= ascendente en los pares 1, 2 y 3 descendente en el 4

9. Forma de las espinas en las espinas de la regién inmediata al bulbo (regién 1).
1= Isométricas paralelas

2= isometricas divergentes con constrefiimiento prominente

3= Isométricas divergentes con constrefiimiento discreto

4= isométricas convergentes

10. Tamafio de los dientes en las espinas de la regién 1

0= sin dientes

1= dientes aproximadamente iguales

2= dientes laterales mayores a los centrales

3= dientes centrales hasta una vez mayores a los laterales

4= dientes centrales de mas de una vez hasta tres veces mayores a los laterales
11. Forma de las espinas en la regi6n de la papila cervical (regién 2)
0= ausentes

1= isométricas paralelas

2= isométricas divergentes con constrefiimiento prominente

3= isométricas divergentes con constrefiimiento discreto

4= isometricas convergentes

5= isomeétricas con puntas en los bordes laterales

12. Tamafio de los dlentes en las espinas de la regi6n 2

0= sin dientes
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1= dientes aproximadamente iguales

2= dientes laterales mayores a los centrales

3= dientes centrales hasta una vez mayores a los laterales

4= dlentes centrales de una vez hasta tres veces mayores a los laterales
13. Forma de las espinas en la region terminal de los sacos cervicales (reglon 3)
0= ausentes

1= igométricas paralelas

2= isométricas divergentes con constrefiimiento prominente

3= isométricas divergentes con constrefiimiento discreto

4= isométricas convergentes

5= isométricas con puntas en los bordes laterales

14. Tamafio de los dientes en las espinas de la reglén 3

0= gin dientes

1= dientes aproximadamente iguales

2= dientes laterales mayores a los centrales

3= dientes centrales hasta una vez mayores a los laterales

4= dientes centrales de mas de una vez hasta tres veces mayores a los laterales
5= dientes centrales mas de tres veces mayores a los laterales

16. Forma de las espinas en la regién de unién de eséfago e intestino 4
0= ausentes

1= Isométricas paralelas

2= isométricas divergentes con constrefiimiento prominente

3= isometricas divergentes con constrefiimiento discreto

4= jsométricas convergentes

5= isométricas con puntas en los bordes laterales

6= isométricas con bordes redondeados

16. Tamafio de los dientes de las espinas en la regién 4

0= sin dientes

1= aproximadamente iguales

2= |aterales mayores a los centrales

3= centrales hasta una vez mayores a los laterales

4= centrales de mas de una vez hasta tres veces mayores a los laterales

5= centrales mas de tres veces mayores a los laterales.

29




17. Forma de los labios

0= con tres l6bulos aproximadamente iguales

1= con tres I6bulos, l6bulo central pequefo y laterales grandes

2= con tres I6bulos, I6bulo central pequefio y laterales grandes

3= con un lébulo con el borde interno con tres picos

4= con un Iébulo con el borde interno liso

18. Numero de puntas en las espinas presentes en la region Inmediata al bulbo
(region 1)

19. Nimero de puntas en las espinas de la region de la paplla cervical (regién 2)

20. Nimero de puntas en las espinas presentes en la regl6n terminal de los sacos
cervicales (reglén 3)

21. Numero de puntas en las espinas presentes en la regién de interseccién del
esofago e intestino (regién 4)

Anallsis filogenético

Utilizando la matriz construida con el método propuesto por Smith y Gutberlet
(2001) y utilizando el programa GFC “FastMorfologyGFC", tras una busqueda heuristica
con parsimonia maxima, se obtuvo un arbol con los siguientes parametros: longitud=
1915, indice de consistencia= 0.727, indice de retencién= 0.556 y un indice de retencién
reescalado = 0.404, En la figura 2 se muestra el arbol obtenido con los valores de
soporte (bootstrap y Bremer) para cada uno de los clados.

En el cladograma se puede observar un clado pobremente soportado, compuesto
por G. turgidum, G. miyazakii + G. vietnamicum, como grupo hermano de los clados
restantes. Un segundo clado estd formado por G. americanum + G. binucleatum y se
presenta como grupo hermano del clado constituido por G. malaysiae (G. spinigerum , G.
doloresi + G. hispidum) (G. lamothei + G. procyonis) (G. nipponicurn + Gnathostoma sp.
(EUA)). La especie G. malaysiae representa el taxén hermano que engloba a las Ultimas
siete especies. Este segundo clado con todos los subclados contenidos en éi, presentan
altos valores de soporte de rama. Podemos observar que hay cinco pares de especies
hermanas: G. miyazakii + G. vietnamicum, G. americanum + G. binucleatum, G. doloresi +
G. hispidum, G. lamothei + G. procyonis y G. nipponicum + Gnathostoma sp. (E.UA).
Algunos de estos clados comparten un mismo taxén de hospedero, asi como una misma
region geografica (figura 2).
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Discusion de filogenia morfolégica

Con respecto a la taxonomia del género Gnathostoma y a partir del &rbol obtenido
(figura 2) se puede decir que el género es monofilético, y que su composicion no es de 10
u 11 especies como lo propusieron Miyazaki (1991) y Almeyda-Artigas (1991)
respectivamente, sino de trece especies. En la figura 2 podemos observar que G.
spinigerum y Gnathostoma sp. (EUA) no se agrupan en un mismo clado. Lo anterior indica
que los ejemplares originalmente catalogados cémo G. spinigerum y Gnathostoma Sp. en
la USNPC, y aqui tratados como Gnathostoma sp. (E.U.A), pertenecen a una especie
independiente, cuyos caracteres morfoldgicos, corresponden con los descritos para G.
socialis Leidy, 1858, especie que fue sinonimizada con G. spinigerum (Baylis and Lane,
1920, Miyazaki, 1960) (ver revisién de la especie en el capitulo de “Revisién del género
en América”). Gnathostoma lamothei'y G. procyonis son muy similares morfolégicamente
y aunque en el cladograma aparecen como especies hermanas, podemos aseverar que
se trata de dos especies distintas porque cada una de ellas presenta diferentes
autapomorfias. Una situacion mas que queda aclarada con este estudio es el caso de G.
binucleatum y G. spinigerum, especies que en varias ocasiones han sido confundidas
entre sl, y que no aparecen cercanamente emparentadas en arbol, por lo que es factible
descartar su sinonimia, la cual ha generado cierta controversia entre algunos autores
(Koga et al., 1999, Almeyda-Artigas et al. 2000a; Diaz-Camacho et al., 2002).

El hecho de que G. procyonis y G. lamothei aparezcan como hermanas en el
cladograma indica que los rasgos morfolégicos que comparten son homologias heredadas
del mismo ancestro en comun; su existencia en una misma especie de hospedero apoya
esta hipotesis, ademas de indicar que en Gnathostoma se han presentado procesos de
especiacion mas rapidos que sus hospederos. Por su parte, G. doloresi y G. hispidum,
parasitas del género Sus, podrian estar reflejando un proceso similar, debido a gue en los
dos casos la distribucion de los taxones es cercana. Para el caso de G. nipponicum y G.
socialis, parasitas de dos especies de mustélidos (una asiatica y una americana), es
probable que una especie ancestral de Gnathostoma haya parasitado al ancestro de
ambos mustelidos, dandose posteriormente un proceso de coespeciacion de la misma
forma que en G. binucleatum y G. americanum que también aparecen como especies
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hermanas en el cladograma, siendo ambas parasitas de félidos y canidos. Sin embargo,
en este Ultimo caso la ambigledad de los datos utilizados para G. americanum (especie
que cuenta con la descripcién mas pobre), podria estar influyendo en este resultado. Lo
mismo podria estar pasando con G. malaysiae que se presento como el clado hermano
de (((G. spinigerum, (G. doloresi+G. hispidum)) ((G. lamothei+ G. procyonis) (G.
nipponicum + G. socialis))) pues su descripcion también es pobre; sin embargo, ésta es la
Unica especie que parasita a roedores, por lo cual su aparicién en el cladograma como un
taxén independiente no es extrafa.
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Figura 2. Arbol de datos morfolégicos obtenido de la busqueda heuristica con 1000 réplicas al azar. L=
1951 CI= 0.727 RI= 0.56 y RC= 0.404. Valores de bootstrap por encima de las ramas e Indice de Bremer
por debajo de las ramas. Optimizacién de los hospederos y la distribucién geografica de los taxa en la
hipétesis filogenética de Gnathostoma. E= Elasmobranquios, Ay R= Anfibios y reptiles M= Marsupialia,

C= Carnivora, R= Rodentia y $= Suidae. 1= América y 2= Asia
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ANALISIS FILOGENETICO CON DATOS MOLECULARES

Del gen 28S se obtuvieron las secuencias de siete de las 13 especies que
componen al género: G. binucleatum (de esta especie se obtuvieron ejemplares de tres
poblacione en Sinaloa, Nayarit y Guerrero); G. doloresi, G. hispidum, G. lamothei, G.
nipponicum, G. spinigerum y G. turgidum. Del genbank fueron obtenidas las secuencias
de cinco de estas mismas especies G. binucleatum, G. doloresi, G. hispidum, G.
nipponicum y G. spinigerum.

Las secuencias obtenidas ya sea en este trabajo (1) o en el genbank (2) tuvieron
las siguientes longitudes: G. binucleatum (1) 743 pb y (2) 599 pb; G. doloresi (1) 739 pb y
(2) 598 pb, G. hispidum (1) 854 pb y (2) 599 pb; G. lamothei (1) 6806 pb, G. nipponicum
(1) 601 pb y (2) 600 pb, G. spinigerum (1) 735 pb, (2) 599 pb y G. turgidum (1) 736 pb.

El alineamiento de estas secuencias resulté en una matriz de 599 sitios (al eliminar
algunos residuos en las secuencias del genbank) por 15 taxones (apéndice 5).

Se realizé6 un andlisis de parsimonia méaxima en PAUP* con los siguientes
parametros: todos ios datos se tomaron con el mismo peso y como desordenados; los
‘gaps” se analizaron como datos faltantes.

A partir de esa busqueda se encontré un arbol cuyos valores fueron los siguientes:
longitud= 317, indice de consistencia= 0.937, Indice de retencién= 0.796 e Indice de
retencion reescalado= 0.76. Este arbol se muestra a modo de filograma con la finalidad de
representar el nimero de cambios presentes en cada rama (figura 3).

El grado de divergencia entre las secuencias del grupo externo (Spiroxys sp.) y
las especies de Gnathostorna es del 27.7-29.14%, mientras que la divergencia entre las
especies del género va del 1.0% al 6.2%. Entre poblaciones de la misma especie se
observé una variacién del 0 -0.16%.

En la figura 3, se observa que G. binucleatum es la especie basal y se encuentra
como especie hermana de un clado débilmente soportado, compuesto por G. nipponicum,
G. lamothei, G. turgidum, G. spinigerum, G. doloresi + G. hispidum. La mayoria de los
clados se encuentran pobremente sustentados, con valores de bootstrap menores o
apenas por arriba de 50, a excepcién del clado G. doloresi + G. hispidum que es de 62,
De la misma manera, los valores del indice de Bremer en su mayoria fueron bajos.
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Figura 3. Arbol obtenido a partir de las secuencias del gen 288 tras la busqueda heuristica con
1000 replicas al azar. L= 317, CI= 0.933 RI= 0.796 y RC= 0.760. Por encima o al lado de cada
rama: nimero de cambios/ Bootstrap / Bremer
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Discusion de la fllogenia molecular

La topologia del arbol obtenido a partir de las secuencias del gen 288 (figura 3) no
es muy diferente al obtenido en la filogenia con datos morfolégicos (figura 2), donde el
tnico punto contradictorio es la posicién de G. turgidum. De acuerdo con este cladograma
de datos moleculares, podemos hipotetizar la monofilia de las siete especies y el origen
del género en el continente americano, al ser G. binucleatum la especie basal. Sin
embargo, hay que destacar que los valores de soporte fueron muy bajos, por lo que
probablemente la posicion de algunos clados cambie al incluir las secuencias de las
especies que no fue posible obtener para este andlisis.

El clado que contiene a los taxones G. spinigerum, G. doloresi + G. hispidum, tiene
la misma topologia los dos andlisis y presenta los valores de soporte mas altos. Estos
datos nos conducen a concluir que estas especies realmente tienen un origen comun, aun
cuando los hospederos de G. spinigerum (félidos y canidos) sean diferentes a los de G.
hispidum y G. doloresi (cerdos).

Gnathostoma lamothei y G. nipponicum no se encuentran formando un clado
independiente, probablemente la ausencia en este anélisis de G. procyonis y G. socialis
que respectivamente se presentaron como especies hermanas en el arbol basado en
morfologia (figura 2), podria estar determinando que éstas no se agrupen en un mismo
clado terminal. Gnathostoma turgidum se presentd como taxén hermano del clado (G.
spinigerum, (G. doloresi, G. hispidum)), lo cual resulta extrafio al comparar, una vez mas,
con la filogenia morfolégica, donde esta especie est4 en un clado basal. Este hecho
puede ser debido a un muestreo insuficiente al no haberse obtenido los datos moleculares
de las especies G. miyazakii y G. vietnamicum, que fueron las especies que resultaron
mas emparentadas con G. turgidum en nuestro andlisis morfoldgico.

La falta de datos moleculares de seis especies del genero, asl como del grupo
externo mas cercanamente emparentado (Echinocephalus Jjanseni), nos impiden realizar
un analisis de evidencia total en donde se incluyera la informacién morfologica y
molecular, aun cuando de acuerdo con la sistematica filogenética, esto es lo mas
recomendable. Por lo anterior es pertinente continuar con la busqueda de tejidos de las
especies no analizadas para la obtencién de sus secuencias teniendo como objetivo
realizar un analisis combinado y obtener una filogenia mas robusta y que los valores de
soporte de ramas sean mayores para la hipétesis molecular, ya que los obtenidos hasta el
momento han hecho tomar con reserva los resultados de dicha hipétesis.
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REVISION TAXONQMICA DEL GENERO GNATHOSTOMA EN AMERICA.

A través del analisis bibliografico y la revisién de ejemplares provenientes de distintas
colecciones parasitolgicas, asf como de los resultados obtenidos en el analisis
filogenético de Gnathostoma, fue posible determinar la validéz de las especies del género
distribuidas en el continente americano.

Como resultado de lo anterior, la composicion especifica del género Gnathostoma en
América actualmente asciende a siete especies (tabla 3): G. americanum, G.
binucleatum, G. lamothei, G. miyazakii, G. procyonis, G. socialis y G. turgidum. Aln
cuando autores como Miyazaki (1960, 1991), excluyeron a G. socialis de las especies
validas, en este trabajo se concluyd que debe incluirse en las especies presentes en
América.

La situacion taxondmica de la mayoria de las especies se establecié con base en el
analisis del material tipo y de referencia, con excepcion de G. americanum, por lo que su
estatus se definié a partir de la descripcion original (Rulz, 1952). A pesar de que esta
especie esta inadecuadamente descrita, las pocas caracteristicas mencionadas permiten
diferenciarla del resto de las especies distribuidas en el continente, sin embargo, al no
contar con material biolégico no fue posible complementar la informacién de la descripcion
original. Sobre G. binucleatum, G. turgidum G. procyonis, G. socialis y G. miyazakii, se
disponia de descripciones originales incompletas en diferentes grados y en varias de ellas
se omitio informacion taxonémica importante. Debido a lo anterior, en esta seccion se
presenta la redescripcion de G. miyazakii, G. procyonis, G. socialis y G. turgidum. Para G.
binucleatum, Koga et al. (1999) realizaron un estudio ultraestructural de organismos
obtenidos a partir de infecciones experimentales, el cual complementd el conocimiento
morfolégico de la especie, por lo que no consideramos necesario realizar su redescripcion
en este trabajo. Por su parte, la descripcién de G. lamothei (Apéndice 6) es de las mas
completas, por lo tanto consideramos innecesaria una redescripcién.

37




Tabla 3. Especies del género Gnathostoma registradas en América y su estatus

taxonémico.
Especie Estatus en trabajos Estatus actual Registros en América
previos

G. americanum Travassos, Validez dudosa (1) Especie vdlida Braslt

1926 Especie vdlida (2)

G. binucleatum Almeyda- No incluida (1, 2) Especle valida México y Peru

Artigas, 1901

G. brasiliense Rulz, 1964. Especie no vallda (1) Sindnimo de G. Brasil
No incluida (2) turgidum

G. didelphis Chandler, 1932 Especie no valida (1) Sindnima de G. Estados Unidos
No incluida (2) turgidum

G. lamothel Bertoni, Garcia,

Osorio y Ladn, 2005

G. miyazakii Anderson, 1964

G. neoprocyonis

G. oligomucronatum

G. soclalis Leidy, 1858,

G. spinigerum Owen, 1836

G. turgidum Stossich, 1602

Gnathostoma sp. |

Gnathostoma sp. Ii

No incluida (1, 2)

No incluida (1)
Especie vélida (2)

Especie no deacrita
depositada en la USNPC
(Nomen nudum)

Especie no descrita
depositada en la USNPC.
(Nomen nudum)

Especis no vallda (1)
No Incluida (2)

Sus registros en América
(4, 5, HWML y USNPC)
fueron transferidos a G.

turgidum (6), G.
binucleatum (3), G.
procyonis y G. soclalis
(presente estudio),
respactivamente

Especie valida (1,2)
Especle nuava (3).

Especie caracterizada
molecularmente (3)

Especie vdlida

Especie valida

Especie no valida.
Sinénimo de G. lamothel

Especie no valida.

Morfolégicamente

indistinguible de G.
turgidum

Especie valida
Especie vélida

distribuida
exclusivamente en Asia.

Espacie valida

Corresponde con G.
lamothei (7)

Especie sin descripcién,
cuya valldez esta por
confirmarse

México

Canada y Estados

Unidos

México

México

E.UA

Estados Unidos, México
y Ecuador.

México

México y Ecuador

1= Miyazaki, 1960; 2=Miyazaki, 1991; 3= Almeyda-Artigas ef al., 2000a; 4= Caballero
y Caballero, 1958; 5= Ollague, 1985 ; 6= Lamothe et al., 1998: 7= Bertoni et al., 2005.
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Con la finalidad de mencionar las caracteristicas presentes en cada una de las
especies americanas, a continuacion se presenta un resumen de los caracteres distintivos
de G. americanum, G. binucleatum y G. lamothei elaborado con bases bibliogréficas y las
redescripciones de G. miyazakii, G. procyonis, G. socialis y G. turgidum realizadas a partir
de la observacion de ejemplares (machos y hembras). Todas las medidas incluidas estan
dadas en milimetros.

Gnathostoma americanum Travassos 1923
Descripcién tomada de Travassos (1923).

Macho: Longitud del cuerpo 8 mm. Cuerpo revestido de escamas en casi toda su
extension, aproximadamente en tres cuartos de la longitud del cuerpo. Ganchos del bulbo
cefélico cénicos. Las espinas posteriores al bulbo son chatas, con 5 a 7 puntas,
aumentando de tamafio de arriba hacia la regién media del cuerpo, disminuyendo en
tamario hasta transformarse en pequerios esbozos de espinas que se distribuyen hasta la
bolsa copulatoria. Al nivel de fin del eséfago las espinas miden 0.034 de largo. Labios
fuertes con dos papilas laterales pequefias y nitidas con miden 0.10 de largo por 0.15 de
ancho. Bulbo cefélico con 0.24 mm de largo por 0.52 de ancho, armado con 8 series de
espinas cdnicas. Boca seguida de un vestibulo corto. Eséfago relativamente grande,
claviforme con cerca de 2.2 mm de largo y 0.3 de ancho méximo: anteriormente
diferenciado en una faringe de 0.87 mm. Sacos cervicales alcanzando la region media del
esofago. Machos con bursa copulatoria pequefia con siete pares de papilas distribuidas
del siguiente modo: cuatro pares laterales mayores, siendo un par preanal, uno adanal y
dos postanales, y tres pares ventrales equidistantes adanales, dificiles de observar. Existe
una papila impar mediana, con una punta terminal pequefa y delgada; ano a 0.1 mm, de
la extremidad posterior. Esplculas delgadas engrosandose en la base miden
respectivamente 0.097 y 0.34 de largo.

Hembra: Longitud del cuerpo 1 cm. Con escamas cuticulares terminando por encima de
la vulva; vulva a 1.2 mm de la extremidad caudal, ovoyector largo, sinuoso y delgado
dirigido anteriormente. Utero doble, huevos embrionados con 0.83 mm de largo por 0.28
de ancho, semejantes a los huevos de Trichiuris, con dos tapones polares. Cauda obtusa
con cuticula muy gruesa. Ano subterminal. Eséfago con 3.6 mm de largo por 0.4 de ancho
maximo.
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Comentarios. Desde su descripcién G. americanum no ha sido registrada, y el material
tipo tampoco ha sido reevaluado. De acuerdo con las caracteristicas presentadas, estos
gusanos tienen semejanza con G. binucleatum, sin embargo la presencia de dos tapones
polares en los huevos la diferencia de esta Gltima. No obstante, es recomendable una
revision del material tipo con el fin de confirmar estas caracteristicas y presentar una
descripcién apropiada.

Hospedero: Felis tigrina

Distribucién: Brasil.

Gnathostoma binucleatum Almeyda-Artigas, 1991
Descripcion de acuerdo con Almeyda-Artigas (1991) y Koga et al. (1998).

General: Machos con 20.95-25.93 (22.78) de longitud y de ancho maximo 1.06-1.038.
Bulbo cefalico con 0.31-0.43 (0.36) y 0.60 a 0.77 de ancho (0.70), armado con 8-10 9)
anillos de ganchos. Papila cervical localizada entre las hileras 16-19 (17) de espinas.
Esofago dividido en una porcién anterior muscular y una posterior glandular, 3.34 de
longitud. Sacos cervicales extendidos hasta la regién media del esdfago. Superficie
corporal cubierta totalmente por espinas, variando en forma y tamafio de acuerdo con la
regidn del cuerpo. Las espinas inmediatas al bulbo son anchas y cortas con 1-3 puntas y
0.0136 -0.02 de largo. Espinas en la region de la papila son mas largas (0.037-0.039),
con margenes lineares y tres dientes, punta central mas larga. En la regi6bn media del
esofago cambian a 3 a 2 puntas en ocasiones una punta mayor y otra pequefia accesoria.
En la regién del eséfago las espinas son de una punta con 0.048 de largo. Posteriormente
disminuyen su tamafio y densidad hasta convertirse pequefios esbozos cerca del
extremo posterior. Esplculas desiguales, la izquierda con mayor longitud 1.40 y derecha
0.31. Extremidad caudal con cuatro pares de papilas laterales pedunculadas, dos
preanales y dos postanales. Cuatro pares de pequefias papilas ventrales sésiles: un par
preanal, uno adanal y dos postanales. Fasmidios presentes. Bursa provista de hileras
transversales de pequefas espinas triangulares dirigidas hacia el extremo anterior, 4rea
en forma de "Y” en la apertura cloacal.

Hembra con longitud de 14.95-22.38 (19.48) y un ancho maximo de 0.94 - 1.40 (1.20).
Papila cervical localizada en la hilera 17. Ganchos del bulbo 0.27 de largo por 0.70 de
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ancho. Longitud del eséfago 2.76. Vulva al inicio de la mitad posterior. Ano subterminal.
Extremo posterior terminado en apéndice digitiforme. Fasmidios presentes. Huevos con
un tapon polar 0.058-0.068 (0.064) de largo por 0.037-0.039 (0.038) de ancho (paratipo).
La superficie de su cdscara es lisa.

Comentarios: Muchos de los registros de G. spinigerum en América corresponden a G.
binucleatum, debido a que ambas especies guardan gran similitud morfolégica. El trabajo
de Koga et al. (1999), contribuyé grandemente en la separacion definitiva de dichas
especies al presentar fotografias mas detalladas de las espinas del cuerpo y de la textura
de la cascara del huevo de G. binucleatum, Ia cual es totalmente lisa (de manera contraria
a lo que registra Almeyda-Artigas, 1991). Por otra parte, Almeyda-Artigas et al. (2000a)
al realizar la comparacion de secuencias del ITS2 de ambas especies, reafirmaron la
validez de la especie mexicana. Esta especie es a la que le han atribuido los casos de
gnatostomiasis humana en México (Almeyda-artigas et al., 2000a, Leén-Régagnon ef al.,
2002), y Ecuador (Aimeyda-Artigas et al., 2000a). Su presencia en Ecuador indica que G.
binucleatum podria ser sinénimo de G. americanum, debido a la cercania de &ste pals con
Brasil y que ambos son parasitos de félidos. Asimismo, en el andlisis filogenético
presentado en este trabajo, ambas especies aparecen en el mismo clado, lo cual apoya
esa hipétesis. Lo anterior, quedarfa aclarado con un nuevo andlisis de los tipos de G.
americanum, depositados en el Instituto Oswaldo Cruz, en Rio de Janeiro, Brasil, pues la
descripcion original de esta especie es muy poco detallada (Travassos, 1923); lo ideal
seria obtener las secuencias del gen 28S de esta especie ya que no dejaria lugar a dudas
sobre dicha cuestion.

Hospedero: Felis pardalis

Distribucién: México y Ecuador

Gnathostoma lamothel Bertonl, Garcia, Osorio y Ledn, 2006.
Breve caracterizacion basada en Bertoni et al. (2005). Descripcion original apéndice 6

General (basada en cinco machos adultos y tres hembras): Gusanos de tamafo
medio, con el cuerpo ensanchado ligeramente en la mitad posterior. Bulbo cefélico
armado con 8-9 anillos completos mas dos incompletos. Un par de labios trilobados, mas
anchos que largos, sobresaliendo en el extremo anterior del bulbo cefdlico. Dos papilas
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simples en cada labio. Un pequefio anfidio localizado entre cada par de papilas. Cuatro
ballonetas. Mitad anterior del cuerpo cubierta por espinas. Las espinas varian en forma y
tamario de acuerdo con la regién y sexo de los gusanos. Papila cervical localizada en el
primer cuarto del cuerpo. Los sacos cervicales se extienden desde las ballonetas hasta
cerca de del anillo nervioso. Eséfago dividido en una pequefia region anterior muscular y
una posterior glandular.

Macho. Cuerpo de 13.2-18.9 (16.1 + 2.6, n=4) (14.8) de largo, 0.75-1.4 (1.1 + 0.35,
n=4) de ancho maximo. Bulbo cefalico con 0.3-0.35 (0.3 1+ 0.02, n=4) de largo por 0.6-0.7
(0.7 # 0.04, n=4) de ancho; labios 0.08-0.1 (0.09 + 0.01, n=3) de largo por 0.23-0.25 (0.23
+ 0.01, n=3) de ancho. Ganchos del bulbo con 0.018-0.024 (0.021 £+ 0.002, n=10) de largo
por 0.006-0.012 (0.008 + 0.002, n=10) de ancho. Espinas de las hileras inmediatas al
cuello son cortas [0.026-0.035 (0.029 + 0.004, n=17 )lde largo y anchas [0.013-0.017
(0.014 + 0.001, n=18)], con 3-6 puntas; las espinas al nivel de la papila cervical son cortas
[0.029-0.037 (0.032 + 0.002, n=10)] y anchas en la regién distal [0.015-0.018 (0.017 +
0.008, n=9)]; con 4-6 puntas; la punta central es ligeramente mas larga que las puntas
laterales. Las espinas en la regiébn media del estdfago son mas largas [0.034-0.044 (0.047
* 0.002, n=15)] que anchas [0.013-0.015 (0.014 + 0.007, n=15)], con tres puntas
principales (la de en medio mas larga que las laterales) y con 1-3 pequefias puntas
secundarias. Las espinas al nivel la unién eséfago-intestino son alargadas [0.043-0.050
(0.047 + 0.002, n=8)], y delgadas [0.011-0.015 (0.014 + 0.008, n=14)], con tres puntas;
con la tipica punta media mas larga. En esta regién el numero de puntas y el tamafio de
lag espinas disminuye gradualmente hacia la region posterior y finalmente desaparecen
en la region ecuatorial del cuerpo. La mitad posterior del cuerpo estd cubierta con
pequefias placas redondeadas localizadas entre las estriaciones transversales de Ia
cuticula. El anillo nervioso y la paila cervical estan localizados entre las hileras de espinas
del cuerpo 21-22 y 7-11 respectivamente. E| poro excretor no fue observado. Los sacos
cervicales miden 1-1.05 (1.02 + 0.04, n=3) de largo. El eséfago abarca un 22.5-28.4%
(25.2 + 2.9, n=3) de la longitud total del cuerpo; con una longitud de 3.3-3.7 (3.4 + 0.2,
n=3) y 0.37-0.40 (0.38 + 0.015, n=4) de ancho. La region muscular mide 0.35-0.4 (0.37 +
0.03, n=3) de largo y la regioén glandular 2.9-3.3 (3.07 + 0.25, n=3). Las espiculas son
desiguales con &pices romos. Espicula izquierda con 0.39-0.41 (0.40 + 0.01, n=3) de
largo; y la derecha 1.32-1.41 (1.38 + 0.04, n=4) de largo, representando un 7.5-10.5% de
la longitud total del cuerpo. La extremidad caudal es lobulada con 0.78-0.84 (0.81 +
0.032, n=3) de ancho; con una superficie totalmente cubierta de espinas pequefias y

42




simples, con excepcion del area alrededor de la apertura cloacal. Alas con cuatro pares
de papilas pedunculadas laterales (dos precloacales y dos postcloacales). Cuatro pares
de papilas ventrales sesiles (uno precloacal, uno adcloacal y dos postcloacales).

Hembra: cuerpo con 17.8-19.6 (18.7 + 1.25, n=2) de largo con 1.22-1.29 (1.25 +
0.035, n=3) de ancho maximo. Bulbo cefalico con 0.28 de largo por 0.72 de ancho; labios
con 0.15 de largo por 0.25 de ancho. Ganchos del bulbo con 0.018-0.026 (0.022 +
0.0016, n=28) de largo por 0.006-0.009 (0.008 + 0.0014, n=10) de ancho. Espinas del
cuerpo inmediatas al cuello son cortas [0.026-0.037 (0.031 + 0.002, n=11)] de largo y
anchas [0.010-0.013 (0.011 + 0.0008, n= 15)], con 3-6 punta; las espinas al nivel de la
papilla cervical son cortas y anchas en la regiéon distal midiendo 0.029-0.041 (0.035 +
0.04, n=7) de largo por 0.013-0.019 (0.016 +0.01, n=13) de ancho; con 4-6 puntas; punta
central ligeramente mas larga que las laterales. Las espinas al nivel de la regio media del
esofago son mas largas, 0.033-0.043 (0.040 + 0.02, n=10) que anchas 0.015-0.020 (0.018
* 0.01, n=15) con tres puntas principales (con la media mas larga que las laterales) y 1-3
puntas secundarias. Las espinas al nivel de la union esofago-intestino son largas [0.060-
0.064 [0.062 + 0.002, n=7)] y delgadas [0.06-0-07 0.06 + 0.003, n=7)] con tres puntas: la
punta media tipicamente mas larga. En esta region el numero de puntas y el tamafio de
las espinas disminuye gradualmente hacia la region posterior finalmente desaparecen en
la regién ecuatorial del cuerpo. La mitad posterior del cuerpo esta cubierta con pequefias
placas redondeadas localizadas entre las estriaciones transversales de la cutlcula. Anillo
nervioso, papilla cervical y poro excretor localizados entre |a hileras de espinas del cuerpo
7-8, 8-11 y 9-10 respectivamente. Sacos cervicales con 1.09-1.1 (1.09 £ 0.007, n=2) (1.1)
de largo. Apertura de la vulva localizada a 10.9-11.4 (11.14 + 0.25, n=3) (10.86) del
extremo anterior. Huevos con un tapén polar, con 0.056-0.064 (0.59 + 0.002, n=15) de
largo por 0.035-0.038 (0.037 + 0.001, n=15) de ancho, con granulacién no muy gruesa
distribuida irregularmente en la superficie del huevo. Ano 0.22-0.36 (0.28 + 0.071, n=3) .
Extremo caudal desnudo y redondeado.

Hospedero: Procyon lotor hernandezii.
Distrlbuclén: Tiacotalpan, Veracruz, México.
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Gnathostoma miyazakll Anderson, 1965. Figura 4g

General: (Basada en 2 machos y 2 hembras). Gusanos grandes, notablemente
delgados. Bulbo cefélico armado con 10-11 anillos de ganchos (figura 4C, D). completos
y uno incompleto (figura 4 A). Un par de Iabios lobulados, con una anchura mayor que el
largo, sobresaliendo en el extremo anterior del bulbo cefalico (figura 4B). Dos papilas
simples en cada labio y un anfidio entre cada par de papilas. Cuatro bayonetas en el
bulbo. Mitad anterior del cuerpo cubierta por espinas grandes y mitad posterior espinas de
bordes redondeados. Las espinas varian de forma y tamafio segun la regién del cuerpo
de los gusanos. Papila cervical localizada en el primer cuarto del cuerpo. Sacos cervicales
iniciando desde las bayonetas y sobrepasando el anillo nervioso. Esofago anterior
muscular y posterior glandular.

Macho: Cuerpo 42-47.6 (44.8+3.95 n=2) de largo y 0.69-0.83 (0.76+0.098, n=2) de
ancho maximo. Bulbo cefalico 0.115-0.228 (0.169+0.17, n=2) de largo y 0.113-0.130
(0.121+0.012, n=2) de ancho, labios 0.048-0.043 (0.045+0.0035, n=2) de largo por 0.176-
0.178 (0.1765+0.0007, n=2) de ancho. Ganchos del bulbo 0.014-0.017 (0.016.+0.0015,
n=4) de largo por 0.004.-0.006 (0.0047+0.0008, n=4). Espinas situadas posteriormente al
bulbo anchas y cortas de 0.015-0.022 (0.019+0.0024, n=10) de largo y 0.007-0.10
(0.009+0.001, n=10) de ancho, con 2-4 puntas del mismo tamafio (figura 4E). Espinas al
nivel de la papila cervical mas largas [0.020-0.024 (0.022+0.0014, n=10)] por 0.009-0.011
(0.010+0.0006, n=10) de ancho; con 4-5 puntas; puntas laterales ligeramente mayores a
las centrales (figura 4F). Espinas en la regién media del eséfago aumentan notablemente
su tamafio (0.030-0.035 (0.033+0.0017, n=10) de largo por 0.013-0.018 (0.016+0.001,
n=10) con la base de la lamina ligeramente mas delgada que la parte distal presentando
9-7 puntas; laterales ligeramente mas grandes (flgura 4G). Espinas a nivel de la unién
esdfago- intestino disminuyen su tamario [(0.021-0.025 (0.022+0.0014, n=10)] de largo
por 0.015-0.018 (0.017+0.001, n=10) de ancho, 3-6 puntas pequefias, bordes laterales de
la lamina curvos, semejantes a escamas aserradas(figura 4H).. Por debajo de esta
regién, el tamafio de las espinas disminuye y las puntas se van achatando hasta
desaparecer y convertirse en espinas redondeadas simples (figura 4lI). Al aproximarse a
la region posterior, disminuyen en densidad y tamafio, de manera tal que es dificil
observarias en microscopia éptica. Papila cervical y anillo nervioso en las hileras de
espinas del cuerpo 12-13 y 18-22 respectivamente. El poro excretor a la altura de las
hileras 27-29. Sacos cervicales miden 1.20-1.60 (1.40+0.30, n= 2). Esotfago abarca un
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6.7-8.57 % (7.63+1.3 n=2) de la longitud del cuerpo; con una longitud de 3.2-3.6
(3.440.28, n=2). Regi6n muscular 0.47-0.49 (0.48+0.014, n=2) y glandular 2.73-3.11
(2.92+0.26, n=2). Esplculas desiguales con apices romos. La esplicula izquierda 0.32-0.40
(0.36+0.056, n=4) y derecha 0.40-0.56 (0.48+0.11, n=2), representando un 12.5-15.5 %
(14+2.12, n=2) de la longitud total del cuerpo. La extremidad caudal es lobulada, con un
apendice digitiforme en la parte posterior (figura 4J), con 0.36-0.46 (0.41+0.07, n=2) de
ancho maximo, superficie totaimente cubierta por espinas carentes de punta, totalmente
redondas (flgura 4k).. Alas con cuatro pares de papilas pedunculadas laterales (dos
precloacales, uno adcloacal y uno postcloacal). Cuatro pares de papilas cloacales sesiles
(uno precloacal y tres poscloacales).

Hembra. Cuerpo con 37.5-41 (39.25+2.47, n=2) de largo con 0.73-0.89
(0.8120.113) de ancho méximo. Bulbo cefalico con 0.15-0.20 (0.17+0.035, n=2) de largo
por 0.22-0.26 (0.24+ 0.028, n=2). Ganchos del bulbo con 0.017-0.019 (0.018+0.0009,
n=4) de largo y 0.0048-0.005 (0.0049+0.0003, n=4) de ancho. La forma de las espinas en
el cuerpo corresponden con la descrita para los machos. Extremo posterior con escamas
redondeadas. Papila cervical localizada en las hileras 12-13 de espinas del cuerpo.
Apertura de la vulva localizada cercana al final del extremo posterior del cuerpo a 0.50-
0.45 (0.47+0.035, n=2). Huevos con un tapén polar con 0.075-0.067 (0.07+0.003, n= 4) de
largo por 0.030-0.44 (0.036+0.006, n=4), con la superficie muy granulosa. El ano se
encuentra a 0.30-0.35 (0.32+ 0.035, n= 2) del extremo posterior.

Comentarios. Desde la descripcion de esta especie, realizada por Anderson
(1964), nunca se ha cuestionado su validez, ya que exhibe caracteristicas tnicas entre los
miembros del genero, tales como cuerpo muy delgado, la presencia de espinas redondas
en la region caudal del macho, el apéndice digitiforme en la parte dista! de la bursa y el
habitat en que se han encontrado, ya que en América, ninguna otra especie parasita los
rifones. Sin embargo, en la descripcién original no se mencionan o no se describen
adecuadamente algunos rasgos que Incorporamos en esta redescripcion y que
consideramos de importancia mayor, como son: la posicién tan caudal de la vulva, la
textura de la cascara del huevo y la presencia de pequefias escamas achatadas en toda
la regidn posterior. La redescripcion de esta especie se realizd con la observacién de
ejemplares provenientes de la USNPC (088150, 074372) y de la CMNPA (sin numero).

Hospedero: Lontra canadensis canadensis.
Distribucién: Canada y EUA
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Figura 4. Caracteristicas de G. miyazakii. A, B.Bulbo cefalico, C.Ganchos vista frontal, D. Ganchos vista lateral,
E.Espinas inmediatas al bulbo, F. Espinas de la regién de la papila cervical, G. Espinas en la region media del
esofago, H. Espinas en la union esofago-intestino. I, Cutlcula con escamas redondeadas de la mitad posterior.

J. Bursa del macho, K. Espinas redondas en la bursa
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Gnathostoma procyonis Chandler, 1942. Flgura 5

General: (basada en cuatro machos y dos hembras). Gusanos de tamafio medio. Cuerpo
ensanchado en la mitad posterior. Bulbo cefalico armado con 9 anillos de ganchos (figura
5 C, D) completos y 1 incompleto (figura 5A). Un par de labios trilobulados mas anchos
que largos, sobresaliendo en el extremo anterior del bulbo cefilico (figura 6B). Dos
papilas simples en cada labio y un pequefio anfidio entre cada par de papilas. Cuatro
bayonetas en el bulbo. Mitad anterior del cuerpo cubierta por espinas grandes y mitad
posterior armada con pequefias espinas muy juntas entre si, semejantes a bordes
aserrados. Las espinas varfan de forma y tamailo segun la regién del cuerpo de los
gusanos. Papila cervical localizada en el primer cuarto del cuerpo. Sacos cervicales
iniciando desde las bayonetas y sobrepasando el anillo nervioso. Esdfago anterior

muscular y posterior glandular.

Macho: Cuerpo 17-19.2 (18.22+1.01,n=4) de largo por 1.2-1.32 (1.26+0.05, n=4)
de ancho maximo. Bulbo cefalico 0.26-0.28 (0.27+0.014, n=2) de largo por 0.64-0.66
(0.65+0.014, n=2) de ancho; labios 0.088-0.095 (0.091+0.005, n=2) de largo por 0.176-
0.178 (0.1765+0.0007, n=2) de ancho. Ganchos del bulbo 0.019-0.024 (0.022.+0.0015,
n=8) de largo por 0.0045.-0.0067 (0.0055+0.006, n=4) de ancho. Espinas situadas
posteriormente al bulbo de tamario medio de 0.024-0.031 (0.028+0.002, n=10) de largo y
0.013-0.019 (0.016+0.0016, n=10) de ancho, con 3 a 5 puntas de aproximadamente del
mismo tamafio (figura 5E). Espinas al nivel de la papila cervical de tamadfo similar, con
0.030-0.039 (0.035+0.002, n=10) de largo por 0.028-0.034 (0.030+0.002, n=10) de ancho;
el numero de puntas es de 3 a 4 con Ia punta central hasta cuatro veces mas grande que
las laterales, la cual puede ser bifurcada O presentar una o dos pequefias puntas
accesorlas (flgura 5F). Espinas en la regién media del eséfago mas largas [(0.043-0.047
(0.045+0.0014, n=10)] con la base de la lamina mas delgada que en la parte distal
((0.017-0.020 (0.019+0.0088, n=10)], presentando 3 a 4 puntas: la punta media mas de
cuatro veces mayor a las laterales, presentando una punta accesoria (raramente dos)
(figura 5G). Espinas de la unién eséfago-intestino mas pequefas con respecto a las
anteriores [(0.042-0.044 (0.043+0.0008, n=10)] de largo por 0.015-0.018 (0.016+0.001,
n=10) de ancho, todas presentan 3 puntas, la central es mas larga pero no notablemente
(figura 5H). Por debajo de esta region, el tamario y numero de puntas se reduce; primero
a dos puntas hasta convertirse en espinas simples. Posterior a la region ecuatorial del
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cuerpo, las pequefas espinas simples se juntan aparentando pequefas sierras entre las
estrias de la cuticula (figura 5l1), las cuales al aproximarse a la regiéon posterior, se
vuelven menos prominentes. La papila cervical y el anillo nervioso se localizan en las
hileras de espinas del cuerpo 12-13 y 19-23 respectivamente. El poro excretor se localiza
a la altura de las hileras 26-27. Los sacos cervicales miden 1.1-1.8 (1.37+0.30,n= 4). El
esofago abarca un 18-21.17 % (19.65:+1.3 n=4) de la longitud del cuerpo; con una longitud
de 3.4-3.8 (3.57+0.17, n=4). La regién muscular 0.44-0.49 (0.46+0.02, n=4) y la glandular
2.96-3.33 (3.1+0.16, n=4). Las espiculas son desiguales con apices romos. La espicula
izqulerda 0.45-0.40 (0.42+0.02, n=4) y la derecha 1.35-1.41 (1.41+0.06, n=4),
representando un 7.4-7.9% (7.74+0.199, n=4) de la longitud total del cuerpo. La
extremidad caudal (figura 5J) es lobulada 0.68-0.92 (0.8+0.0113, n=4) de ancho, con una
superficie totalmente cubierta por espinas pequefias simples, con excepcién de la region
alrededor de la apertura cloacal. Alas con 4 pares de papilas pedunculadas laterales (dos
precloacales, una adcloacal y otro postcloacal). Cuatro pares de papilas cloacales sésiles
(uno pericloacal y tres poscloacales) .

Hembra. Cuerpo con 20.9-23.1 (21.541.05, n=2) de largo con 1.35-1.45
(1.39+0.04, n=2) de ancho maximo. Bulbo cefdlico con 0.28-0.0.29 (0.285+0.07, n=2) de
largo por 0.18-0.19 (0.185+ 0.007, n=2). Ganchos del bulbo con 0.21-0.24 (0.0225+0.007,
n=8) de largo y 0.049-0.051 (0.005+0.003, n=5) de ancho. La forma de las espinas en el
cuerpo corresponden con la descrita para los machos. Extremo posterior con bordes
aserrados hasta la regién de la cloaca. Papila cervical localizada en la hileras 12-13 de
espinas del cuerpo. Apertura de la vulva localizada en al inicio de la mitad posterior del
cuerpo a 10.1-1.12 (1.11+0.17, n=2) del extremo posterior. Huevos con un tapén polar con
0.058-0.064 (0.060+0.002, n= 6) de largo por 0.033-0.35 (0.034+0.003, n=5) (figura
SK,L). El ano se encuentra a 0.26-0.297 (0.28.5+ 0.02, n= 2) del extremo posterior.

Comentarios. El analisis del material depositado en la coleccién parasitologica del
HWML registrado cdmo Gnathostorna sp. (24074, 24156, 2421 3, 24224, 24238, 24250,
24272, 24294, 24306, 24312, 24467 y 24676) y G. spinigerum (23916, 23917, 23925,
23931, 23943, 23963, 23970, 23983, 23984, 24012, 24019, 24029, 24033, 24038, 24049,
24052, 24056 y 24524), reveld que pertenecen en realidad a G. procyonis. De la misma
forma los registros 31234, 31238 de la USNPC registrados c6mo Gnathostoma sp. son
asignados aqul a G. procyonis. La base para realizar esta transferencia es que dicho
material presenta los rasgos diagndsticos de la misma, como son: la forma de las espinas
a nivel de la papila cervical y la region media del eséfago, la regién posterior del cuerpo
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con estrias aserradas y un tapon polar en los huevos. Descritos por Chandler (1942)
originalmente.

De acuerdo con trabajos previos (Almeyda-Artigas et al, 1994, Almeyda-Artigas ef
al. 2000a; Bertoni-Rulz ot al., 2005) esta especie se distribuye Gnicamente en EUA y los

registros en México corresponden a G. lamothei (Bertoni-Ruiz, et al., 2005).

Hospedero: Procyon lotor lotor
Distribucién: E.UA.
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Figura 4. Caracteristicas de G.procyonis. A, B.Bulbo cefalico, C.Ganchos vista frontal, D. Ganchos vista lateral.
E.Espinas inmediatas al bulbo, F. Espinas de Ia region de la papila cervical, G. Espinas en la region media del
esofago, H. Espinas en la union eséfago-intestino. I, Cuticula con estrias aserradas en la mitad posterior. J. Bursa

del macho, K. Huevo, L= Textura de la cascara del huevo.




Gnathostoma soclalis Leidy, 1868 (sin. Cheirachantus socialis). Figura 6

General: (basada en dos machos y dos hembras). Gusanos medianos. Bulbo
cefalico armado con 9-10 anillos de ganchos completos y 1 incompleto (figura 6A). Un
par de labios trilobados, con una anchura mayor que el largo, sobresaliendo en el extremo
anterior del bulbo cefélico. Dos papilas simples en cada labio y un pequerio anfidio
localizado entre cada par de papilas. Con cuatro bayonetas en el bulbo. Mitad anterior del
cuerpo cubierta por espinas, mitad posterior desnuda. Las espinas varian de forma y
tamario segun la region del cuerpo de los gusanos. Papila cervical localizada en el primer
cuarto del cuerpo. Los sacos cervicales se extienden desde las bayonetas hasta por
debajo del anillo nervioso. Esdfago dividido en una region anterior muscular y una
posterior glandular.

Macho: Cuerpo con 19.81-24 (21.9+2.9, n=2) de largo y 1.2-1.4 (1.3+0.14, n=2) de
ancho maximo. Bulbo cefélico con 0.25-0.29 (0.27+0.028, n=2) de largo y 0.38-0.41
(0.395+0.02, n=2) de ancho; labios con 0.128-0.132 (0.130+0.035, n=2) de largo por
0.175-0.177 (0.176+0.007, n=2) de ancho. Ganchos del bulbo con 0.016-0.019
(0.0175.+0.0016, n=6) de largo por 0.0049.-0.0079 (0.0047+0.0006, n=9) de ancho. Las
espinas situadas posteriormente al bulbo son alargadas con 0.026-0.031 (0.027+0.0018,
n=8) de largo y 0.010-0.014 (0.011.81£0.0013, n=7) de ancho, con 3-4 puntas, la punta
media ligeramente mas larga que las laterales en ocasiones con una punta accesoria; la
base de la espina mas delgada que la parte distal (figura 6B). Las espinas al nivel de la
papila cervical conservan la misma forma con 0.031-0.04 (0.030+0.003, n=6) de largo por
0.009-0.015 (0.012+0.0012, n=6) de ancho; el nimero de puntas es de 3-5 (flgura 6C).
lLas espinas en la region media del eséfago aumentan su tamafio [0.054-0.068
(0.061+0.004, n=6)] de largo por 0.014-0.020 (0.017+0.002, n=6) de ancho, con 3-5
puntas, punta media hasta 3 veces mayor a las laterales (figura 6D). Al nivel de la union
esofago-intestino el tamario de las espinas es similar [0.054-0.065 (0.058+0.004, n=6)] de
largo por 0.015-0.022 (0.017+0.001, n=6) de ancho. Con 3-4 puntas pequefias, y los
bordes laterales de la lamina son mas rectos y la punta central mas de tres veces mayor a
las laterales (figura 6E). Posteriormente a esta regidn, el tamafto y numero de puntas de
las espinas diminuye, hasta convertirse en espinas de una sola punta al aproximarse a la
region ecuatorial, desapareciendo por completo en esta region del cuerpo. Regidn
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posterior desnuda (figura 6F). La papila cervical y el anillo nervioso se localizan en las
hileras de espinas del cuerpo 9-10 y 18-23 respectivamente. El poro excretor se localiza a
la altura de las hileras 28-32. Los éacos cervicales miden 0.93-1 (0.96+0.049, n= 4). El
estfago abarca un 16.25-16.6 % (16.4+0.2 n=2) de la longitud del cuerpo; con una
longitud de 3.29-3.9 (3.5+0.43, n=2). La regién muscular mide 0.5-0.52 (0.51+0.014, n=2)
y la glandular 2.79-3,38 (3.08+0.41, n=2). Las espliculas son desiguales con apices romos.
La espicula izquierda mide 0.31-0.42 (0.36+0.077, n=2) y la derecha 0.60-0.67
(0.78+0.26, n=2), representando un 3.02-4.04% (3.5+0.71, n=2) de la longitud total del
cuerpo. La extremidad caudal es lobulada, con 0.59-0.68 (0.63+0.063, n=2) de ancho, con
una superficie totaimente cubierta por espinas simples. Alas con cuatro pares de papilas
pedunculadas laterales (dos precloacales, uno adcloacal y uno postcloacal). Cuatro pares
de papilas cloacales sesiles (uno precloacal, uno pericloacal y uno poscloacales) (figura
6G).

Hembra. Cuerpo con 30.0-32 (31+1.4, n=2) de largo con 2.04-2.1 (2.25+0.21) de
ancho maximo. Bulbo cefélico con 0.18-0.21 (0.185+0.032, n=2) de largo por 0.32-0.35
(0.335+ 0.025, n=2). Ganchos del bulbo con 0.018-0.021 (0.0195.+0.0017, n=6) de largo
por 0.0048.-0.0078 (0.0049+0.0016, n=6) de ancho. La forma de las espinas en el cuerpo
corresponden con la descrita para los machos. Extremo posterior desnudo. Papila cervical
localizada en la hileras 10-11 de espinas del cuerpo. Apertura de la vulva localizada
cerca de la regién ecuatorial a 13.8-14.2 (14+0.049, n=2). Huevos con un tapdn polar con
0.075-0.067 (0.07+0.003, n= 4) de largo por 0.030-0.44 (0.036+0.006, n=4). El ano se
encuentra a 0.30-0.35 (0.32+ 0.035, n= 2) del extremo posterior.

Comentarios. Esta especie se describié originaimente como Cheirachanthus
socialis (Leidy, 1858) parasitando a Mustela vison en E.UA. Baylis y Lane (1920) en su
revision del género, consideraron que esta especie era sinénimo de G. spinigerum con
base en las escasas caracteristicas que se mencionan en la descripcion original (Leidy,
1858). Por otra parte, esta especie no fue validada en la revisién realizada por Miyazaki
(1960), ya que este autor también la considerd como sinénimo de G. spinigerum aunque
sefialo que podria tratarse de una especie diferente por su distribucién en América del
Norte y el tipo de hospedero que parasita, considerando necesaria su reexaminacion.
Anderson (1964) realiz6 una redescripcion de esta especie con algunos de los ejemplares
depositados en la USNPC y aunque describe algunas de sus estructuras, no concluyé
tajantemente de que se trataba de una especie valida debido al mal estado de los
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ejemplares. Miyazaki en 1991 la excluyé de su nueva revision del genero sin hacer
comentarios al respecto. De acuerdo con las observaciones realizadas en este trabajo, asi
como con el resultado de los andlisis filogenéticos, en los que se sitda alejada de G.
spinigerum, podemos aseverar que G. socialis es una especie independiente y valida. La
ausencia de espinas en la parte posterior del cuerpo la hacen diferente de G. binucleatum,
G. miyazakii, G. procyonis y G. americaum; asi como la cuticula lisa en la parte posterior,
la distingue de G. /amothei. En este sentido, con la que podria guardar semejanza es con
G. turgidum, sin embargo puede distinguirse claramente de esta Ultima que tiene una
forma muy particular de las espinas y puede presentar mas de cinco puntas mientras que
en G. socialis el numero de puntas nunca es mayor a cinco, ademas cuenta con un tapon
polar en los huevos mientras que G. turgidum tiene dos. El estudio de material depositado
en la USNPC designado como Gnathostoma sp. (40574, 44714, 47717), nos permiti6
asignarlo a G. socialis, de la misma forma que aquel registrado como G. spinigerum
(49112).

Hospedero: Mustela vison

Distribucion original: E.UA
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Figura 6. Caracteristicas de G. socialis. A. Bulbo cefalico. B. Espinas inmediatas al bulbo. C. Espinas de la regién
de la papila cervical. D. Espinas en la region media del es6fago. E. Espinas en la unidn esofago-intestino. F.
Cuticula lisa de la mitad posterior. G. Bursa del macho, H. Espinas de la bursa
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Gnathostoma turgidum Stossich, 1902 (Sin. Gnathostoma didelphis, G. brasiliense).
Figura 8

General: (basada en dos machos y dos hembras). Gusanos muy grandes,
probablemente la especie de mayor longitud del género. Cuerpo de forma cilindrica sin
ensanchamiento notable en la regién posterior. Bulbo cefalico armado con 8 anillos de
ganchos (figura 7C, D). completos y dos incompletos (figura 7A). Un par de labios
trilobulados, més anchos que largos, sobresallendo en el extremo anterior del bulbo
cefalico (figura 7B).. Dos papilas simples en cada labio y un pequefio anfidio entre cada
par de papilas. Cuatro bayonetas en el bulbo. Mitad anterior del cuerpo cubierta por
espinas, que varfan de forma y tamafio segun la regién del cuerpo. La mayorla de las
espinas con puntas en los bordes laterales, excepto las inmediatas al bulbo y las de la
region media del cuerpo. Papila cervical en el primer cuarto del cuerpo, muy cercana al
cuello. Sacos cervicales iniciando desde las bayonetas y sobrepasando el anillo nervioso.
Eséfago anterior muscular y posterior glandular.

Macho: Cuerpo 39.8-41.5 (4.06+0.12, n=2) de largo por 1.61-1.74 (1.67+40.09, n=2)
de ancho maximo. Bulbo cefélico 0.60-0.64 (0.62+0.3, n=2) y 0.83-0.85 (0.84+0.01, n=2)
de ancho; labios 0.09-0.12 (0.105+0.02, n=2) de largo por 0.27-0.28 (0.275+0.007, n=4)
de ancho. Ganchos del bulbo 0.015-0.020 (0.018.+0.001, n=10) de largo por 0.006.-
0.009(0.008+0.006, n=10) de ancho. Espinas posteriores al bulbo cortas [0.049-0.057
(0.053+0.003, n=10)] y angostas [0.018-0.026 (0.02210.003, n=10)], con 3 a 9 puntas del
mismo tamafio (figura 7E); espinas al nivel de la papila cervical similares a las anteriores,
pero de tamafio mayor [0.051-0.059 (0.056+0.003, n=10) de largo por 0.028-0.034
(0.030+0.002, n=10) de ancho] y con mas puntas (5-10) (figura 7F). Espinas en la regién
media de! eséfago largas [0.079-0.095 (0.089+0.005, n=10)] y ensanchadas en su porciéon
distal [0.051-0.061 (0.055+0.003, n=10)], con 5-8 puntas de tamafio similar (figura 7G). Al
nivel de la unién eséfago- intestino, la forma se mantiene aunque su tamafio es mayor
[0.079-0.1 (0.088+0.008, n=10) de largo por 0.053-0.063 (0.057+0.002, n=10)], con 5-10
puntas (figura 7H); entre esta interseccién y la region media, la forma de las espinas
varla, siendo més anchas en su parte distal y sin puntas en los bordes laterales. Posterior
a esta region, el tamafio y niimero de puntas disminuye, primero de 2 a 3 puntas, hasta
convertirse en espinas de una sola punta al aproximarse a la regiéon ecuatorial, para
desaparecer por completo en esta regién. La mitad posterior del cuerpo presenta la
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cuticula lisa (figura 71). La papila cervical y el anillo nervioso se localizan en las hileras de
espinas 9-10 y 24-26, respectivamente. El poro excretor no fue observado. Los sacos
cervicales miden 2.8-4 (3.4+0.84). El esdfago abarca 21.5-23.51% (22.5% +1.4 n=2) del
cuerpo, con una longitud de 7.85-9.64- (8.74+1.26, n=2). La regién muscular mide 1.6-2
(1.8+0.28) y la glandular 6.94-7.64 (6.94+0.98, n=2). Esplculas desiguales con &pices
romos; la izquierda mide 0.88-1 (0.94+0.08, n=2) y la derecha 1.97-2.2 (2.08+0.16, n=2),
representando 4.82- 5.3 % (5.6%) de la longitud total del cuerpo. Extremo caudal
lobulado, 1.92 -1.96 (1.94+0.028, n=2) de ancho; superficie totalmente cublerta por
espinas pequefias simples, excepto en la parte superior e inferior de la abertura cloacal.
Alas con cuatro pares de paplilas pedunculadas laterales (dos precloacales, uno adcloacal
y uno postcloacal). Cuatro pares de papilas cloacales sesiles (uno precloacal y tres
poscloacales). (figura 7J)

Hembra.  Cuerpo con 66.8-71.9 (6.68+0.71, n=2)de largo con 2.05-2.18
(2.11+0.09) de ancho maximo. Bulbo cefalico con 0.7-0.8 (0.75+0.07, n=2) de largo por
0.88-0.91 (0.89+ 0.02, n=2). Ganchos del bulbo con 0.017-0.029 (0.023+0.008, n=5) y
0.007-0.01 de ancho (0.008+0.002, n=5). La forma de las espinas en el cuerpo
corresponden con la descrita para los machos. Extremo posterior desnudo. Papila cervical
localizada en la hilera 10 de espinas del cuerpo. Apertura de la vulva localizada en la al
inicio de la mitad posterior del cuerpo a 2.78- 3.04 (2.91+0.18, n=2) del extremo anterior.
Huevos con dos polos con 0.048-0.055 (0.051+0.005, n= 6) de largo por 0.031-0.39
(0.035+0.005, n=5). El ano se encuentra a 0.33-0.42 (0.37+ 0.06, n= 2) del extremo
posterior.

Comentarios: La validez de esta especie dentro del género Gnathostoma se
sustenta en una combinacién de caracteres: espinas con puntas en los bordes laterales,
cuticula en la porcién posterior desnuda y dimensiones del cuerpo. Esta especie es la que
cuenta con la distribucién mas amplia de las especies del género en América (Estados
Unidos, México, Argentina). Al haberse encontrado en diferentes paises se han descrito
varias especies que han caido posteriormente en sinonimia con G, turgidum y en algunos
cagos estos sindnimos han sido ampliamente utilizados, como G, didelphis. En este
trabajo fue posible revisar ejemplares de G. didelphis (USNPC 8552, 44710,
58600,77171), G. oligomucronatum (USNPC 88148, 58536.02) y de G. turgidum, la
presente descripcién se basd solamente en estos ultimos (CNHE 4739, USNPC
26821,30794). En el caso de los ejemplares nombrados como G. didelphis se concluyé su
pertenencia a G. turgidum debido a que la forma y la disposicién de las espinas, asi como
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otras caracteristicas como la forma de los ganchos del bulbo, el nimero de anillos de
ganchos y extremo posterior del cuerpo desnudo, coinciden con la descripcion de G.
turgidum. No obstante, el tamafo del cuerpo generalmente fue menor, muy
probablemente debido a que se trata de organismos jévenes en la mayoria de los casos.
En el caso de la segunda especie nominal también es morfolégicamente indistinguible de
G. turgidum.

Un ejemplar de G. didelphis depositado en la USNPC (077171) encontrado en el
higado de un oso (Ursus americanus), amplia el espectro hospedatorio de Gnathostoma
turgidum, el cual tipicamente se encuentra parasitando marsupiales con algunos registros

en amadillos.

Hospederos: Didelphis azarae, D. marsupialis, D. virginiana, Dasypus novemcinctus,

Ursus americanus

Distribucién: E.U.A, México, Brasil, Argentina.
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Figura 7. Caracteristicas de G. miyazakii. A, B.Bulbo cefalico, C.Ganchos vista frontal, D. Ganchos vista lateral,
E.Espinas inmediatas al bulbo, F.

Espinas de la regién de Ia papila cervical, G. Espinas en |a region media del
esofago, H. Espinas en la unién esofago-intestino. I, Cuticula lisa de la mitad posterior, J. Bursa del macho
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DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

Este trabajo se realiz6 buscando posibles respuestas a preguntas concretas que
involucran la historia evolutiva y el andlisis de diferentes aspectos taxonomicos de las
especies actuales del género Gnathostoma. A continuacion se abordaran dichas
preguntas a la luz de los resultados obtenidos en nuestro andlisis,

¢Las especies del género Gnathostoma presentan una historla en comin
con sus hospederos definitivos?

Los arboles obtenidos (figuras 2, 3) sugieren que el origen del género
Gnathostoma se encuentra ligado a los mamiferos carnivoros y a su historia de radiacién
y distribucion geogréfica, la cual tuvo su auge principaimente en el eoceno y oligoceno
temprano. Dichos procesos pudieron jugar un papel muy importante en la aparicién del
género y en gran medida en su dispersion y especiacién.

El orden Carnivora se ha dividido en dos subérdenes: Canimorfia y Felimorfia
(Hunt y Flynn, 2005); la mayoria de las especies del género Gnathostoma se encuentran
parasitando al primer suborden. El origen de los carnivoros ha sido discutido ampliamente
(Wang et al., 2004, 2005; Hunt y Flynn, 2005), postuléndose que éste ocurrié en los
continentes del norte (regién holartica), aunque no se sabe a ciencia cierta si ocurrié en
Norteamérica o en Eurasia. Se tiene el conocimiento de que en America del Norte fue
donde sucedié la mayor parte de la historla y diversificacién de los canidos verdaderos
(lobos, perros, zorros, etc.) con varias colonizaciones a Eurasia y posteriormente a
America del Sur. En cambio el grupo de canimorfios (arctoideos) que engloba a los
mustélidos, drsidos y procyénidos, no tiene un origen claro ya que fosiles igualmente
antiguos y muy emparentados, se han encontrado en Eurasia y Norteamérica, lo que
implicaria una diversificacién anterior a lo que data su registro (mioceno). No obstante, en
Norteamérica se ha encontrado una diversidad de fosiles de mustélidos mayor, por lo que
8u origen parece mas probable en esta region (Wang et al., 2004),

Por lo tanto, [a historia de Gnathostoma, podria estar exhibiendo un patrén similar
al que mostraron los antiguos carnivoros: con un origen en el hemisferio norte (con mayor
probabilidad en Norteamérica) asociado con un mamifero camivoro y colonizancion
posterior tanto de Eurasia como de América del Sur. Al darse procesos de especiacion,
algunas de estas nuevas especies acompafaron a sus hospederos carnivoros y migraron
de América a Europa y Asia y viceversa, con la aparicién del paso de Bering. Debieron
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ocurrir cambios de hospedero de manera paralela, principalmente a mamiferos de
distintos érdenes, de manera tal, que atin con la subsecuente extincién de muchos de
éstos, él género Gnathostoma pudo subsistir y contar con una amplia distribucién
geografica y mas aun, un amplio espectro hospedatorio.

Este intercambio de faunas a través del paso de Bering y la aparicién del Istmo de
Panama y por otra parte el aislamiento de taxones tras la ultima glaciacién, seguramente
influyeron en la historia evolutiva del género. Estos hechos pueden explicar porqué
algunas especies de Gnathostoma estan emparentadas ain cuando se distribuyen en
continentes diferentes o regiones alejadas; tal es el caso de G. socialis (EVUA) v G.
nipponicum (Japén) ambas parasitas de mustelidos, de la misma forma que G. miyazakii
(Canada y EUA) y G. viethamicum (Viet-Nam) parasitas de mustélidos lutrinos y G.
americanum (Brasil) y G. binucleatum (México) parasitas de félidos. El caso en el que
especies que no se encuentren tan emparentadas entre si, ain cuando sus hospederos sl
lo estan, nos habla de que Gnathostoma ha tenido la capacidad de colonizar en mas de
una ocasion a hospederos de un mismo grupo taxondmico, lo cual esta representado con
G. spinigerum y G. binucleatum (ambos de félidos y canidos) que se encuentran alejadas
en el arbol (figuras 2, 3).

La especie Gnathostoma turgidum que se distribuye ampliamente en el continente
americano, parece haber experimentado un cambio hacia los marsupiales, situacién que
se repitid posteriormente con otras especies del género a roedores y suidos. La amplia
distribucion de G. turgidum queda explicada con el patron de dispersion que tuvieron los
marsupiales didelfidos cuyos representantes ancestrales en Norteamérica se extinguieron
a mediados del mioceno (Marshall et al.,1990) quedando limitada su distribucién a
Sudameérica, dandose posteriormente una nueva migracion de éstos hacia Norteamérica,
por lo cual hoy podemos encontrar en esta region a Didelphis virginiana, el cual es uno de
los hospederos mas frecuentes de esta especie de parasito. La presencia G. turgidum en
otros taxones de hospederos como edentados (armadillos) y ursidos (0sos) nos habla de
que dicha especie tiene la capacidad de cambiar facilmente de hospedero sin que esto
conlieve un proceso de especiacion.

En estos términos podriamos decir que la historia de este género de nematodos ha
seguido un patrén general ligado a los mamiferos; pero no obedece a un patron de
coespeciacion general, es decir, no todas las especies han evolucionado a la par de sus
hospederos, evidenciado por el hecho de que en ambos cladogramas hay clados cuyas
especies parasitan a hospederos no emparentados o que se distribuyen en &reas
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opuestas. No obstants, podemos intuir que en casos de especies hermanas con un
mismo género de hospedero, pudieron suceder eventos de coespeciacion.

Que no en todos los casos se agrupen las especies de nematodos de acuerdo con
el grupo de hospedero al que parasitan, no es una condicién necesaria. A partir de la
introduccién de la sistematica filogenética en el estudio de los parasitos se ha evidenciado
que estos pueden mostrar sus propias vias evolutivas, que pueden ir 0 no ligadas a las de
sus hospederos. En el caso particular de Gnathostoma la evidencia obtenida hasta el
momento indica que los cambios de hospedero han jugado un papel muy importante en la
evolucion del género. Es necesario realizar una filogenia que incluya los datos
morfologicos y moleculares (probablemente utilizando varios genes) de todas las especies
conocidas, para contar con un marco filogenético mas robusto y reafirmar dichas

evidencias.

ll-as especies asiaticas y americanas son monofiléticas respectivamente?

Como fue observado en las filogenias morfoldgica y molecular, las especies que se
distribuyen en cada uno de los continentes no tienen un origen comdn. Mas bien a partir
de un ancestro que probablemente apareci6 en América del Norte se derivaron las
especies que habitan las dreas geogrificas actuales. Eventos posteriores como
glaciaciones con grandes migraciones de mamiferos a través de los continentes, aparicion
del Istmo de Panama, entre otros, pudieron influir en que especies cercanamente
emparentadas se encuentren actualmente distribuidas en areas disjuntas de ambos

continentes.

¢Qué relacidon hay entre las especles que tienen un mismo taxdn de
hospedero?

En términos generales, en la filogenia morfolégica la agrupacién de taxones en su
mayoria coincidié con el grupo de hospederos a nivel de taxones terminales, por lo que
podemos decir que la relacidén entre las especies que comparten un mismo taxén de
hospedero a este nivel es estrecha. Hay pares de especies que comparten un genero de
hospedero, por ejemplo, Procyon, Mustela, Lontra y Sus (figura 9). No obstante, cada uno
de estos casos parece haber sido el resultado de una colonizacion independiente al grupo
de hospederos, ya que los grupos hermanos de parasitos habitan en taxones no
hermanos de hospederos, por lo que es evidente que no se ha llevado a cabo un proceso
de cofilogenia entre las especies de Gnathostoma y sus hospederos. Sin embargo, es
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probable, que en casos de especies hermanas que cuentan el mismo género de
hospedero (pero no la misma especie) podrian haberse llevado al cabo procesos de
coespeciacion. Asimismo, es evidente que se han presentado procesos de especiacién
mas rapidos en los gusanos que en sus hospederos, tal es el caso de G. lamothei y G.
procyonis parasitas de Procyon lotor o G. hispidum y G. doloresi parasitas de Sus scrofa.

¢L.as especies que parasitan al hombre tlenen una historia en comun?

Las especies que se han registrado cémo paréasitas del hombre (G. spinigerum, G.
hispidum, G. doloresi, G. nipponicum y G. binucleatum (Miyazaki, 1991; Almeyda-Artigas,
1991; Leon-Regagnon et al., 2002)) no se encuentran formando un solo clado (figura 9).
La fase que puede infectar al humano es la larva de tercer estadio avanzado (LsA). La
principal forma de infeccién con estas larvas, es a través de la ingestion de carne de los
hospederos intermediarios o paraténicos (peces, anfibios, reptiles y aves) cruda o
inguficientemente cocida. Lo anterior nos lleva a pensar que no es dificil que cualquier
especie de Gnathostoma que cuente en su ciclo de vida con un hospedero intermediario o
paraténico, potenciaimente comestible por el hombre, pueda ser capaz de infectarlo, sin
que se encuentren relacionadas filogenéticamente. Esta hipdtesis debera corroborarse
cuando esta fase larvaria esté bien caracterizada en todas las especies del género,
especialmente en las americanas, y sus ciclos de vida debidamente descritos.

¢Cuantas especles componen al género Gnathostoma?

En este trabajo se incluyé a G. Jamothei, taxén recientemente descrito y se
revalido a G. socialis, con base en la revisién de los ejemplares asi como en los
resultados obtenidos de la filogenia. Por lo tanto, la composicién actual del género es de
13 especies (Tabla 4), a diferencia de o expuesto por Miyazaki (1991) y Almeyda-Artigas
(1991) quienes reconocieron solo a 11.

No es posible concluir tajantemente sobre la composicién del género Gnathostoma
debido a que hay aspectos que deben cubrirse tales como:

- Revisar especies tales como G. americanum, la cual no se encuentran bien
caracterizada y cuyo estatus esta definido unicamente con base en su descripcién

original,
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- Asi mismo es necesario realizar muestreos en diferentes paises con la finalidad de
encontrar nuevos registros del género en ambos continentes, asf como en Africa y
Australia, que se caracterizan por tener hospederos potenciales de Gnathostoma y por
haber tenido una historia biogeografica en comdn con América del sur en diferentes
periodos.

Finalments, y a pesar de que faitan algunos aspectos por cubrirse para realizar
una hiptesis mas robusta de las relaciones entre las especies de Gnathostoma, este
trabajo constituye un primer acercamiento a la filogenia del género y puede sentar las
bases para estudios taxonémicos y filogenéticos posteriores.

Tabla 4. Composicién actual del geénero Gnathostoma en el mundo

Especle de Gnathostoma Hospedero original Areas de

(familia) distribucién

1. G. spinigerum Owen, 1836 Panthera tigris (F) Asia

2. G. socialis Leidy, 1858 Mustela vison (M) América

3. G. hispidum Fedtschenco, 1872 Sus scrofa (S) Asia y Europa

4. G.turgidum Stossich, 1902 Didelphis azare (D) América

5. G. doloresi Tubangui, 1925 Sus scrofa (8) Asia

6. G. americanum Travasos, 1925 Felis tigrina (F) América

7. G. nipponicum Yamaguti, 1941 Mustela sibirica (M) Asia

8. G. procyonis Chandler, 1942 Procyon lotor lotor (P) América

8. G. miyazakii Anderson, 1964 Lontra ¢. canadensis (M) Ameérica

10. G. malaysiae Miyazaki y Dunn, 1965 Rattus tiomanicus (Mu) Asia

11. G. vietnamicum Le-van-Hoa, 1965 Lontra elioti (M) Asla

12. G. binucleatum Almeyda-Artigas, 1991 Leopardus pardalis (F) Ameérica

13. G. lamothei Bertoni et al., 2005 Procyon lotor hernandezii (P) Ameérica

F=Felidae, M=Mustelidae, S=Suidae, D=Didelphidae, Pm Procynidae, Mu= Muridae
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Echinocephalus

Spiroxys
G .turgidum Dideiphls
G. miyazakil
Lontra
G. vietnamicum
Q. americanum
Fells
G. binucleatum &
G. malaysiae Rattus
Canls,
a. sp’n’gﬂﬂlm & FOIIS
G. doloresi &
Sus
G. hispidum &
G. lamothel
Procyon
G. procyonis
G. nipponicum &
Mustela

G. soclalls

Figura 9. Arbol mas parsimonioso basado en caracteres morfolégicos mostrando
asociacion de las especies del género Gnathostoma con sus hospederos. Las especies que
$e han registrado como parasitas del hombre se encuentran sefalandas con « .
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Apéndice 1. Ejemplares revisados de la colecclones USNPC y HWML

COLECCION | NUMERO DE CAT. | NOMBRE DE REGISTRO | EN ESTE TRABAJO

HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
HWML
USNPC
USNPC
USNPC
USNPC
USNPC
USNPC
USNPC
USNPC
USNPC
USNPC
USNPC
USNPC
USNPC
USNPC
USNPC
USNPC
USNPC
USNPC

Y

23656
23916
23917
23925
23931
23943
23963
23970
23983
23984
24012
24019
24029
24033
24038
24049
24052
24056
24063
24074
24213
24224
24238
24250
24272
24294
24306
24312
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24502
24524
24676
8552
17856
25636
25654
25655
30164
31106
31234
31248
35519
40574
44710
44714
47048
47717
49112
50699
52111

G procyonis

| G. spinigerum
| G. spinigerum
. Spinigerum
. 8pinigerum
. Spinigerum
. Spinigerum
spinigerum
. Spinigerum
. Spinigerum
. spinigerum
. Spinigerum
. Spinigerum
spinigerum
. Spinigerum
. Spinigerum
. Spinigerum
. Spinigerum
. Spinigerum

POOONOODOROROOO®

G. procyonis
G. spinigerum

G. didelphis
G. spinigerum
G. spinigerum
G. hispidum
G. spinigerum
G. dolores/

- G. procyonis

G. didelphls

Gnathostoma sp.

G. navali

Gnathostoma sp.

' G. spinigerum
G. spinigerum
G. spinigerum

Gnathostoma sp.
Gnathostoma sp.
Gnathostoma sp.
Gnathostoma sp.
Gnathostoma sp.
Gnathostoma sp.
Gnathostoma sp.
Gnathostoma sp.
Gnathostoma sp.
Gnathostoma sp.

Gnathostoma sp.

Gnathostoma sp.
Gnathostoma sp.
Gnathostoma sp.
Gnathostoma sp.

G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonls
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonis
G. turgidum
G. spinigerum
G. spinigerum
G. hispidum
G. spinigerum
G. doloresi
G. procyonis
G. procyonis
G. procyonls
Gnathostoma sp.
G. socialis
G. turgidum
G. socialis
G. soclalis
G. socialls
G. socialis
G. spinigerum
G. spinigerum
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56641
56832
58535
67529
87786
74372
77171
84150
88148
88151
88152

I G. procyonis

G. procyonis

] G. oligomucronatum
G. hispidum

'G. hispidum

| G. miyazakil

| G. didelphis

G. miyazakii

| G. oligomucronatum
G. heoprocyonis
’G. binucleatum

G. procyonis
G. procyonis
G. turgidum
G. hispidum
G. hispidum
G. miyazakii
G. turgidum
G. miyazakii
G. turgidum
G. lamothel
G. binucleatum
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gico y con el método

Apéndice 2. Matrices utilizadas en el andlisis morfolé

GFC.

tado.
2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

rios

@ caracter |

atrl

1

3
2 3 2 3 3 5 3 5 3

3 3
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1
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2
2

1

1

4

1

1
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G. nipponicum
G. malaysiae

3 3 3 3 3 37

1

4

1 2 27
1 1

1
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G. vietnamicum
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0 4 2
2 3

1

G. americanum 0
G. binucleatum
G. lamothei

4

3 4
1
1

01

1
1

0
2
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11 0 3 3 3 3 4 3 4 2

3
2
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G. procyonis
G. turgidum

1
1
1

1

2 3 2 3
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2

0
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G. miyazakii
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Matriz “C” obtenida a partir del programa “GFC fastmorfology” analilizada en PAUP.

>Echinocephalus
yaayaaayaayaayaaaayaayaaayayaaaayaaayaaaaayaaaayaaaaayaaaaayaaaaaayaaaaay
ddaayaaaaaaaayaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaananaaaaaayaaaaaaaasaaaaaaaaayaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
a8aaa yaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaa yaaaaa
yaayaayaaaayaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yYaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaa yaaa yaa yaaaaaaaaaaa
yaaaaaaadaaaaaaaanaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaasaaaaaaaaaaaaaaaaaa
Yaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaa yaa yaa ya yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaadaaaaaaaaaaaadasaa yaaaaaaaaaaaaadaaaaaaaassaaanaa
yadaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaa

yaaaaaaaaaaaaaa yaaa ya

da aaa aa aa aaaa aa aaa a aaaa aaa aaaaa aaaa aaaaa aaaaa aaaaaa aaaaa
aaaa

daaaaaaa aaaaaaaaaaaaanaaaaaaaa AAaaaaaaaAaaaadaaraaaaaaaasnaaa
daaaaaaaaaadanaaaaa aaaaaaaaaaadaaaaaaasaaaaaa aaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaa

d48aaaa anaaa aa aa aaaa aaaaaaaaaaasaa aaaaaaaaaaaaaaaaasaaaaaasaaaaaa
ddaaaaaaaalaaanaaaaaaaanaa aaaaaaaaaaaaaaadaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaa
433233aaaaad aaaaaaaaaaaaa aaaaaaa aaaada aaa aa aaaaaaaasaaa
Aaadaasaaaaaaanaaraasaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaasna
aaaaaaaaaaaaaaaaaa

daaaaaaaaaa aaaaaaa aaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaa aaaaaaaa aa aa a
daasaaaaaaanaaasnaaaa’aaaanaa aaaaaaaaaaaaaaaaaa’aaaaaaaaa
daaaaaaaaaaasaaasaaaaasaaaaaaa aa’aaaaaaaaaanaaaaa aaasadaaaasaaaaaa
aaaaaaaa

Aaaaaaaaaaaa aAaaaaaaaaaa aaaaaadaaaaaaa aaa a

>Spiroxys

yaa yaaa yaa yaa yaaaa yaa yaaa ya yaaaa yaaa yaaaaa yaaaa yaaaaa
yaaaaa

yaaaaaa yaaaaa yaaaa yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaalaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaa yaaaaa
yaa

yaa yaaaa yaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaadaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaadaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaa yaaa yaa yaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaadaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaasaaaazaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaa yaa yaa ya yaaaaaaaaaalaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaasaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaa’aaaaaaaa yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaa

yaaaaaaaaaaaaaa yaaa ya

da aaa aa aa aaaa aa aaa a aaaa aaa aaaaa aaaa aaaaa aAaaa aaaaaa aaaaa
aaaa

adaaaaaa aaaaaaalaaaaaaddaa’aaasa ajadaasaaanaaaaasaanaaanlranaaaa
Aaaadaanaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaannaaaaaaa’raaa aaaaaaaasaaaaa
aaaaaaaaaaa
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daaaaa daaaa aa aa aaaa aaasaAaaaaaaaaaa ddaadaaaadaaaaaaaasaaaadaaaaaaa
daadaadaaaaadadadaaagaadaaaa aaaaaaddaaaaaaaaaaaaaaa ddddddaaadaaadaaaaa
daddadaaaadaa aaaaaaaaaaaaa aaaaaaa aaaaaa aaa dd aaaaaaaaaaa
dddaaaaaaaaaaaaaaaaagaaaaa ddadaaaaaaaaaaaaa’aaaaaaaaaaaaa
daaaaaaaaaaaaaaaaa

dddaaaaaaaa aaaaaaa aaaaasaaalaaa aaaaaaaaaaaa dddadadda ada aa a
dddaaaaaaadaaaaaaaaaaaalaaa ddadaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
dddaadaaaaaaaaaadsaasasaaaaanaaa aaaaaaaaaaaaaaaaaa ddadadaa’laagadaaqd
ddadaaaa )

daaaaaaaaaas aaaaaaaaaaa aaaaaaaaasnaaaa aaa a

>americanum

yaa ayaa aay aay aaaya aya ayaa ay aaaya ayaa aaaaya ayaaa aaaaya
ayaaaa

daaayaa ayaaaa aaaya yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
daaaaaaaadaaaaaaaaaaaaaaaaaaaay yaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaa yaaaaa
yaa

yaa yaaaa yaaaaasaaaaaaaa aaaaaadaaaaaaayaaaaaaaaaaaaaaaa
daaaasaaaaaaaaaayaaaaaaadaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaadaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaa yajaaaaa yaazaaa yaaa yaa yaaaaaaaaaaa
daaaaaaaaaanaaaaaaaaaaaaaay aaaayaaaaaaaaaaaaaaaaaaaanaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaa yaa yaa ya yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
ddaadaaaaaaaaaasanaaaaaaaaay aaayaaaaaaaaaaaaaaaaaaasasadaaa
yaaaaaaaaadaaaaaaaa yaaaaaaaaaaadaaaa yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaa

yaaaaaaaaaaaaaa yaaa ya

aa yaa yy yy yyya ya yaa y yyya yaa yyyya yaaa yyyya yaaaa yyyyaa yaaaa
Yyya

daasaaaa aaaaaaaaaaaaaaa’aaaa’aad yyyyyyyyyyyvyyyyyyyyyyyyvyyyyy
d44aaanaaaasaaaaaaa aaaaaaazaaaa’aaaaaaanaaasaa aaaazaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaa

43aaaaa aaaaa aa aa aaaa aaaaaaaaaaaa’a’a Yyyyyyyyyyyyyyaaaaaaaaaaaaaaaa
YYYYYYYYYYYYYYYYaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaadaraaaaa aasasaaasaasaaaaaaa
daaaaaaasaaa aaaaaaaaaaaaa aaaaaaa aaaaaa aaa aa aaaaaaaaaaa
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYY YYyYyaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaagaaaaaaaaaaa

adaaaaaaaaa aaaaaaa aaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaa aaaaaaaa aa aa a
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaad yyyyyyyyyyyyyyyyyyvyyyyyyyy
Yyyaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaasaa aaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaa

daagsaaaaaaaa aaasaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaa aaa a

>binucleatum

yaa ayaa aya yaa aaaay aay ayaa ya ayaaa aaay aaaaya ayaaa aaaaya
ayaaaa

ddaayaa ayaaaa aaaya maamagaaaa aaaaaaa’aaaaaaaaaaaaaman
ddddamaamaaaaaadaaaraasaaaaaaaaa mamaaaaaaaaaaaaasaas
yaaaaaaaaaaaaaaaaadaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaa yaaaaa
yaa

Yaa aamam aaaaaaaaamaaama aagaaaaasaaaaramamaaaaasaassaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaa yaaa yaa aaaaaamaaaamn
d4adadaaaaaaaaaaaaaamaaamaaa MMagdadaaaaaasasaaaaaaaaasasaaaa
yaadaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa

18




yaaaaaaaa yaa yaa ya aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaman
daamamaaaaaaaaaaaadaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaasaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaa

yaaaaaaaaaaaaaa yaaa ya

aa yaa ya aa yyyy yy yaa a yaaa yyy yyyya yaaa yyyya yaaaa yyyyaa yaaaa

Yyya
mmmaaaaa yyyyyyyyyyyyYYYyyyyymm yyyyymmmaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
mmaaaaaaaaaaanaaad aaaaaaaaaajaanaaaaal’aaaaaa adalaaaaaaaaaaa

aaaaaaaaaaa
daaaaa aaaaa aa aa yymm yyyyyyyyymmmma yyyyyyyyvyyyyyymmaaaaaaaaaaaaa
Adaaaaaadaaaanaadalraaaaaaa aaaddaaaaaaa’raa’aaanaaaa aaaaaaasaanaaaaaa
adafdaaaaaala aaaaaaaaadaaa aaaaaaa aaaaaa aaa aa yyyyyymmmmomn
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYUMIMmMaaa maaaaaaaaaaaaaaaadaaaaaaaaasaaa
aaaaaaaaaaaaaaaaaa

4dadaaaaaaaa aaaaaaa aaaaaaaaalad aadadaaaaaaaa aaaaaaaa aa aa a
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYymm yyymmaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
A3daddadaaaaaaanaaadadaaanaaaa aaaaaaaaaaaadaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaa

4aaaadaaaaaa aaaaaaadaaa aaaaaaaaaaaaaa aaa a

>doloresi

aya ayaa aay aya aayaa aya aaya ay aaaya aaay ayaaaa aaaay ayaaaa
aaaaay

ayaaaaa aaaaya aaaya yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
daaaaaaaaaaaaaaaaaaamaama’a’asaaa aaaamaaaaamaaaaaaaa
maamaaaaaaaaaaaaaaaaaaazaaa yaaaaaaaaaaaaaa yadaaasaaaaa yaaaaaa yaaaaa
yaa

yaa yaaaa yaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaay
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaanaaaaaaaas yaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaa yaaa yaa yaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaay
yaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaa yaa yaa ya yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
Yaaaaaaaaaaaanaaaaaaaaaaaaaa aaaamaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaay
yaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaa

yaaaaaaaaaaaaaa yaaa ya

ya yaa yy ya yyaa ya yya y yyya yyy yaaaa yyyy vaaaa yyyyy yaaaaa yyyya
yyya

432323433 aaa8a43332223a3a3a3a4a YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYImmaaaaaaa
yyyymmmmmmaaaaaaaa mmmaaaaaaaasaaaaaaaaaaadaa aaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaa

aaaaaa aaaaa aa aa aaaa aaaaaaaaaa’aaaa yyyyyyyyyyvyyyyvyyyYYYYYVYYYYY
daaaadadaaaaaaan’aaaanaaaaa aaaaaaaasaaaaaaaaaaaada aaaaaaaaaaaaasaaa
daaaaaa’aaaa aaaaaaaaaaaaa aaaaaaa aaaaaa aaa aa aaaaaaaaaaa
aaaaaaanaaaaaaaaaaaaaaaaada yyyyyyyyyvyyyyyyyyvyyyyyyyyyyy
aaaaaaaaaaaaaaaaaa

ddaaaaaaaaa aaaaaaa aaaaaaaddaaa aaaaaaaaaada aaaaaaaa aa aa a
ddaaaaaaaaaaaandaaa’aasaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYY aaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaasaa
aaaaaaaa

daaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaa aaa a

>hispidum
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yaa ayaa aya aya aaaay aya aaya ay aayaa aaay aayaaa aaaya aaayaa
aaaaay

daayaaa aaaaay aaaya yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaasaaaaaaaaaaaaaadaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yYaaaaaasaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaay aaaaaaaaaaya aaaaaay yaaaaa
yaa

yaa yaaaa yaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaasaaaaaaaaaaaaaaayaaa
aaayaaaaaaaaaaaaasaasaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaazaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaa yaaa yaa yaaaaaaaaaaa
ayaaaaaaaaaaaaagaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaya
yYaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
Yaaaaaaaa yaa yaa ya yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaajaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaay
yaaadaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaa

yaaaaaaaaaaaaaa yaaa ya

ad yaa ya ya yyyy ya yya y yyaa yyy yyaaa yyya yyyaa yyyyy yyyaaa yyyyy

yyya
d3aaqaaaa aadaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaasaaaaaaaaaasaaaaaaa

daaaaaaadaaaaaaaaa aaaaaaaaanaaaa’raaaanaaaaaa yyyyyyyyyyyvyy
YYYYYYYYYYya

YYYYYy aaaaa aa aa aaaa aaaaaaaaaaaaaa yyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyvaaa
yyyaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaadaaaaaaaaaaaaaanaaa aaaaaaaaaaaaaaaaa
daaaasaaaaaaa aaaaaaaaaraaa aAaaaaaa aaaaaa aaa aa aaaaaa’anaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa Yyyyyyyyyyyvyyyyyyyyyyyyyyyyya
aanaaaaaaaaaaaaaaaa

daaaaaaaaaa aaaaaaa AAaaaaadaaraa aaaaaaaaaaaa aaanaaaa aa aa a
ddaaaasaaaaranasaaaanaaanaaad aaaaaaasaaaaaaaanaaaaaraaaaa
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYY daaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaasaaaaa
aaaaaaaa

Aaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaa aaaalaaaaaaaaaa aaa a

>lamothei

aay aaay aya aay aaaya aya ayaa ya aaaya ayaa aaayaa aaaya aaayaa
aaaaya

daayaaa aaaaya aayaa Mmaaaaaaa mamaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
daamaaaaaaaradaamaaaaaddaasanaa amaaaaaaasaamaaaaaaa
Maaadaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaam yaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaa yaaaaa
yaa

yaa yaaaa yaaaaaaaaaaadaa yaaaaaaaaaaaaaaaaadaaadaaaaaaaa
amaaaaaaamaasaadaaaaaaadaaa agaaaaaaaaaamaamaadaaaaa aaaaamaaaaaaaaaaam
mmaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaa yaaa yaa yaaaaaaaaaaa
yaaazaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaamaamaaaaadaaaaaaaaaaaa
dadnaaaaaaaaaamaaam maaasamaaaaa mMmMaaaaaa yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaa yaa yaa ya yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
Yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaadaaa aaaaadasaaaaaaaaaaaaaaaaaaamaan
mmaaadaaaaaaadaaaaaa mamaaaaaandaaaaaa yaaaaasaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaa

yaaaaaaaaaaaaaa yaaa ya

YY YYy Ya yy yyya ya yaa a yyya yaa yyyaa yyya yyyaa yyyya yyyaaa yyyya

Yyaa
maaaaaaa mmaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa Yyymmmmmmmmmmmmmaaaaaaaaaaaaaa

YIUIIMMIMMIMIMIMIMA 4 44322 UMMM T AT T ddadaaaaaaaadaa
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aaaaaaaaaaa
aaaaaa aaaaa aa aa aaaa aaaadaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaanaaaanaasaaaaa
ymummnnmmaaaaaaaaaaaaaaaaa yyyyyyyyyyyynmmaaaaaaaa yyyyymmmmmmmmmmmn
masaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaa aaaaaaa aaaaaa aaa aa aaaaaaaaaaa
daaaaadaaaaaa’daaaaaaaaaaaa yyyyyyyyynmmaaaaaaaaaaaaaaadaa
YYYYYYYYYYyyyymmmmu

mmmmmmaaaaa maaaaaa aaaaaaadaaaad a2aaaanaaaasaa aaaaaaaa aa aa a
daddadaaaaaaaaaaaaanaaaaaaa adaaaaaaaaalaaaaaaaaaaaaaaaa
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYMIM Maaaaaaaaaaaadaaaa mmaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaa

daasaaasaaaaa aaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaa aaa a

>malaysiae

aya ayaa aay aay ????? aya ayaa ay aaaay ayaa aaayaa aaaya aaayaa
aaayaa

daayaaa aaayaa ??777 aaaaaaaay aaaaaaaaayaaaaaaaaaaaaa
daaaaaadaaaaayaaaaaaaalaaaanalaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaa yaaaaa
yaa

yaa yaaaa yaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaayaaa
adayaadaaaaaaaaanaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaadaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaa
yYaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaa yaaa yaa yaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaayaaaaaaaaaaaaaaaaaa
dadaaaaaaaaaaaaaaay yaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
Yaaaaaaaa yaa yaa ya yaaaaaaaaaaaa’aaaadaaaaaaaaaa
ydaaaaadaaaaaaasaaaaaaaaaaaa yaadaaaaaaadaaaaaaaaaaaaaaaagaa
ddasaaaaaaalaaaaaay aaaaaaaaasaaayaaaa yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaa

Yaaaaaaaaaaaaaa yaaa ya

ya yaa yy yy ???? ya yaa y yyyy vaa yyyaa yyya yyyaa yyyaa yyyaaa yyyaa
?PP?

YYYYYYYY YYYYYYYyyyaaaaaaaaaaaaa yyyyyyyyyyyyyaaaaaaaaaaaaaaaaa
daaaaaadaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaadaaaaaaadaaaa aaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaa

daaaaa aaaaa aa aa aaaa aaaaaaaaaaaaaa YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYyaaa
YYyYadaaaaaaaanaaaaaaaaaaaa aaadaaaaaaaaaaaaadaas’ad aaaaaaaaaaraasaaad
ddaaaaaaaaaaa aaaaaaadaaaaa aaaaaaa aaaaaa aaa aa aaaaaaaaaaa
daaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yyyyyyyyyyyvaaaaaaaaaaaaaaaaaa
YYYYYYYYYYYYVYYYYY

482aaaaaaaa aaaaaaa aaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaa aaaaaaaa aa aa a
adadaaaaaaaaaaaaaaasaaalaaa adaaaaaaaaasaaaaaaaaaaaaaaa
433344443233aa33444323232223223 YYYYYYYYYYYYYYYYYY YYYYYYYYYYYYaaaa
aaaaaaaa

daadaaaaaaaa aaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaa aaa a

>miyazakii

yaa ayaa aya aay aaaya aay aaay ay ayaaa ayaa ayaaaa ayaaa aaayaa
ayaaaa

Adaaaay ayaaaa aaaay yaaaaaaaa amamaaaaasasaa’aaaaaaaaaa
a3aaaaaaaaaaaasaayaaaaaaaaaaaaa aaaaaayaaaaaaaaaaaa
aaaamamaaaaaaasaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaa yaaaaa
yaa

yaa yaaaa yaaaaaaagaaaaaa mmaaaaaaaaaaaaaaadaaa’aaaaaaaaaas
daaaasaaasaammaaaaaaaaaaaada aaaaaaaaanaaal’ammaadaaad aMMAAAAAAAAAAAZ22A
yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaa yaaa yaa yaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaadaa NMMaadaaaaaaaaadaadaaaaanaaaazaa
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aaaaaamamasaaaaaada anaaaaaaaamm aaaaaamm aaaaammaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaa yaa yaa ya yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa maamaaaaaaaaaaaaaaaaasaaaaaaaaa
Adajddaaamaamaaaaaaa aaaaaaaaaaammaaaa aaaaamaam mamaaaadaaaaaa
yaaaaaaaaaaa

yaaaaaaaaaaaaaa yaaa ya

aa yaa ya yy yyya yy yyy Y yaaa yaa yaaaa yaaa yyyaa yaaaa YYYYYY vaaaa
Yyyy

daaaaaaa ymmaaaaaaaasaaaaaaaaaaa yyyyyyyyyyyvyyyyyyaaaaaaaaaaaaa
yyYyyyaaaaaaaaaaaa yyyynmaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaa

432544 aa3aa aa aa aa3a AAAAAAA8AAAAAA MAaaaAaaaaadaaasaaaaaaaaaaazas
YYYYYYYyyyyymaaaaaaaaaaaaa yyyyyyyyyyyyyyymaaaaaaa ymaaaaaaaaaaaaaaa
daaaasaasaaaa aaaaaaaaraaaaa aaaaaaa aaaaaa aaa aa aaaaaaaaaaa
daadaaanaalaaaaaaanraaaaaaa maaaaanaaaaaaaaanazanaal’asaaaa
yyYyyyymmaaaaaaaaaa

YYYYYYYYYYM YYYYYYym yyyyymaaaaaa aaaaaaaaaaaa aaaaaaaa aa aa a
daaaaaaaaaanaaaaaanaaaaa’raa aaaagaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

mmmaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yyyyyyyymmmaaaaaaa yyyyyyyyyyymaaaa

YYYYymmm
mmaaaaaaaaaa gaaaaaaaaaa aaaaaa’aaaaaaaa aaa a

>nipponicum

yaa aaya aya aya aayaa aya ayaa ya aayaa aaya aayaaa aaaya aayaaa
aaaaya

dayaaaa aaaaya ayaaa yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
daaanaayaaaaaaaaanasaaaaaanaaaaa aaaaaaaaaaaaaaayaaa
aaaaaaaayaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaa yaaaaa
yaa

yaa Yaaaa yaaaaaaaaaaaada aaaaaaayaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
aaasaaaaaaaaaaasayaaaaaaaaaa aaaaaaayaaaaaaaasaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaa yaaa yaa yaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaaaaayaaaaaaaaaa
ddaaaaaayaaaaaaaaaa aayaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaa yaa yaa ya yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaaalaaaayaaaaaaa
dadanaayaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaa

yaaaaaaaaaaaaaa yaaa ya

aa Yya ya ya yyaa ya yaa a yyaa yya yyaaa yyya yyaaa yyyya yyaaaa yyyya
yaaa

daaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yyyyyyyaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
YYYYYYYYYYYYYYyYaaa yyyyyyyvaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaa

Aaaaaa aaaaa aa aa aaaa aaaaaaaaaaaaaa yyyyyyyaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
YYYYYYYYYYYYYyYYaaaaaaaaaa yyyyyyyaaaaaaaaaaaaaaaa adaaaaaaaaaasaaaaaa
daaaaaaaaana aaaaaaaaaaaaa aaaaaaa aaaaaa aaa aa aaaaaaaaaaa
daaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yyyyyyyyyyyyyyyyyyyyaaaaaaaaaa

YYyyyyyYyaaasaaaaaaa
Yyaaaaaaasaa aaaaaaa aaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaa aaaaaaaa aa aa a

ddddaanaaaasaaaaaaaaaaaaaaa daaaadaaanaaaaaaagaaaaaaaaa

YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYaaaaaaa yyyyyyyaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaa
daaaaaaa
223aaaaaaaaaa aaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaa aaa a

>procyonis
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aay aaya aya aay aaaya aya ayaa ay ayaaa ayaa aaayaa aaaay aaayaa
aaaaya

aaayaaa aaaaya aayaa yaaaaaaaa (glaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
dadaaaagaaaaaaaaaaaaaaaalaaaaaa aaaaalaaaalaaaiaaaa
iasaaaaaaiaaaiaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaazaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaa yaaaaa

yaa
Yaa yaaaa yaaaaaaaaaaaaaa gaaiaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
daaalaialaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaasaasaaaaaaaaailaiaaai iiaaaaaaaiaasaaaaaa
yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaa yaaa yaa yaaaaaaaaaaa
Yaaaaasaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaalaaaaaaaaaaaaalaailaaaa
aiaaialaaaaaaaaaaaa gaaaiaaamaaaa yaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaa yaa yaa ya yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaay
yaadaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaa

yaaaaaaaaaaaaaa yaaa ya

YY Yya ya yy yyya ya yaa y yaaa yaa yyyaa Yyyy yyyaa yyyya yyyaaa yyyya
yyaa

Yyyyyqaqaqiiiiaaaa gagqggqqqqiiiiaaaaaaaaazsaaa aaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaa

43aaad aaaaa aa aa aaaa aaaaaaaaaaaaaa liiaamsaaaaamsaamaaaaaaaas’aassaaaa
yYyyydqiiaaaaaaaaaaaaaaaaaa yyyyyyyyyyyyyyyyyaggiiii qiiiiiiliaaaaaaaa
4adaaaaaaaaa aadaaaaaaaaaa aaaadaa aadaaa aaa aa aaaaaaaaaaa
daaaaasaaaanaaaaddaaaaaaaa yyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyvaqqiaaaa
yagqiiaaaaaaaaaaaa

iiliasnaaaaa aaaaaaa aaaaaraaaaaa aaaaaaaaasaa aaasaaaa aa aa a
daaaaaaaaanasaAaasaa’a’aaaaaa aAraAaaaaaaaaaaaaaasaaaaaaaaa
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYY 2aadaaaaaaaaaaaaasa aaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaa

Aaadasaaasaa aaaaaaadaaa aaaaaaaaaaasaa aaa a

>gocilalis

yaa aaya aya ??? aaaya aya ayaa ay aayaa 4aay aayaaa aaaya aayaaa
aaaaya

dayaaaa aaaaya aaaay yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
addadaaaaaaasaaaaaaaaasaaaayaaa aaayaaaaaaasaaaaaaa
Yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaa yaaaaa
yaa

Yaa yaaaa yaaaaaaaaaaaaaa aayaaaaadaaagaaaaaaaaaaaaaaaaaa
d3aaaaaaqaaaaaanaasanagaaay aayaaaaaaaaaraaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaa yadaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaa yaaa yaa yaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaayaaaaaaaaaaaaaa
daaaaadaaaaaaayaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaa yaa Yaa ya yaaaddaalaaaadaaalaaasaa’aaaaaaaa
yaaadaaaaaaaaaaaaaaaaasaaaaa aaaaaaaaaasaaaaaaaaaaaaaaaayaaaa
daaayaaaaaaaaaaaada yaaaaaaaaasaaaaaa yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaa

yaaaaaadaaaaaaaa yaaa ya

aa yya ya 7? yyya ya yaa y yyaa yyy yyaaa yyya yyaaa yyyya yyaaaa yyyya

Yyyy
daaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yyyyyyyyyyyyyyyvyyvyyyyyyyvaaa
yYyaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaanadaaraaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaanaaaaa

ddaaaaaaaaa
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4aaaaa aaaaa aa aa aaaa aaaaaaaaaaaaaa yyaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYY Yyaadaaaaaaaaaaaaaaadaa aaaaaaaaaaaaaaaaa
adaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaa aaaaaaa aaaaaa aaa aa aaaaaaaaaaa
ddaaaqaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yyyyyyyvyyyyyyyyaaaaaaaaaaaaaa

YYYYYYYYYYYYYYyaaaa
dazadaaaaaa aaaaaaa aaaaaaaaasdaa aaaaaaaaaaaa aaaaaaaa aa aa a

daaadaaaaaaasaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaasaaaaaaaaaaaaaaaaaa
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYaaaa yyyyaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaanaaaaaaaaa
aaaaaaaa

aaaaaaaaaaaa asaaaaaaaaa aaaaaaaaaadaaa aaa a

>spinigerum

yaa ayaa aya aya aazaay aya ayaa ya ayaaa ayaa aaayaa aaaya aaayaa
aaayaa

daaayaa ayaaaa aaaya Yaaaaaaaa kaakaaaaaaaaaafaaaaaaaa
aaaaaaaafaaaafafaaaaaaafafaaaaa aaafffaaamaaafaaaaaf
yaaaaaaaaaaaaaanaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaa yasaaaaaaaaa yaaaaaa yaaaaa
yvaa

yaa yaaaa kaakaaaaaaaaaaf aaaaaaaafaaaafafaaaaaaafafaaaaa
aaafffaaaaaafaaaaafaaaaaaaa uaaafaaaaaaaaaaaaaaaaaaa Yaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaa yaaa yaa yaaaaaaaaaaa
uaaaafaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaamaaaaaaaaaaaaaaaafaaaau
yaaaaaaaaaaanaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
Yaaaaaaaa yaa yaa ya yasaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
kffazafaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaafaaaffk
yadanaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
Yaaaaaaaaaaa

yaaaaaaaaaaaaaa yaaa ya

ada yaa ya ya yyyy ya yaa a yaaa yaa yyyaa yyya yyyaa yyyaa yyyyaa yaaaa
yyya

adaaaaaaa pppeeeceeeeceeeaaaaaaaa yyyyyyyyuwuuuuppkkkkkkkkffaaaaa
yyyupkkkkkkkffffff aaaaaaaaaaaaaaaaaaasasaaaaaa aaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaa

a3aaaa aaaaa aa aa aaaa pppeeeececeeeee yyyyyyyyuuuuuppkkkkkkkkffaaaaa
yyyupkkkkkkkffffffaaaaaaaa eeeeaanaaaaaasaaaaaaaaaa aaaaaaaaaasaaaaaa
daadaazaaadaa aanaaaaaaaaaa AaAAaAA aaAAaa aaa aa aaaaaaaaaaa
eeceeaaaaaaaaaanaaaaaaaaaa yyyyyyyyyyyyyyvyyyyyyyyyyuuuuu
aaaaaaaaaaaaaaaaaa

aaaaaaaaaaa aaaaaaa aaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaa aaaaaaaa aa aa a
Aaaaaaaaaaaamaaaaaaaaaaaaaaa pkeeecaaaaaaaamaaaaaaaaaaaaa
YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYUuuupk aaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaasaaaaaaaaa
aaaaaaaa

daaasaaaaaaa aaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaa aaa a

>turgidum

yaa aaya aay aay aaaya aya ayaa ay aaaya ayaa aaayaa ayaaa aaaaay
ayaaaa

daaaaya ayaaaa aaaya yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaamaaaaaaaaaaaaaaasaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaa
agaggaaaaagaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaamaggaaaaa aaaaaaaasaag aaagmag aaaggm
sag

Sag yaaaa yaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa $aaagaaanaaaasanaaanaaaa gmaaagaaaaaaaaaaaa
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aaaggamaaaaaa aaaaagaamaaaag aaaaamam aaaasag aamm mam yaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaa maamaaaaaaaa aamamaaa aaaaaagagaaam aaaaaaaaamgag
aamaaagag mgg mgg sg yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaamaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaadaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaa aasagaaaa aaagmaaaaaaaq
aaaaaaamaagg

aaaaaagaaagaaam gamg gs

aa yya Yy Yy Yyya ya yaa y yyya yaa yyyaa yaaa yyyyy yaaaa yYyyya Yyaaaa

Yyya
ddadaadaaa alaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa ddddaaaaadaaaaaaaaadaasaaaaaaa

a2aaaaaaaaaaaaaaaaa yssmggggggaaaaaaaaaaaaaaaa yyyyyymmgaaaaa
YYYYyyyyggg

YYYSgg YYysm gg gg aaaa aaaaaalaaaaaaa adaaaaaaaaaaaaasaaaaaasnaaaaaa
aaaaazaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa ggggaaaaaaaaaaaaaaaaaaa sSggggaaaaaaaaaaaa
yyysmmaaaaaa Yyyyysssggggqg yyyyymm yyyygd yym mm aaaaaaaaaaa
daadaaaaanaaasaaaaaaasaadaa aaaaaanaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaaaaaaaaa

mmmazaaaaaa yymmaaa yyyyyyssmmmm yyyyyyyyymgg yymmmmgg mg mg g
4222322332244A32333322A0284 A3aaAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA4a
daaaaaadaaaaaaaaaanlaaaaaaadaa aaalaaaaagaaaanaaa aaaaaaaaaaanasaa
yyggaaaa

YYYS99gggggy yyyyyyymmmg yyyyyyssssmmmm ssg 8

>vietnamicum

aya ayaa aya aya aaaay aya ayaa ay aaaya ayaa aaaaay ayaaa aaaaay
ayaaaa

daayaaa ayaaaa aaaya yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaayaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaayaaa
aaaaaaayaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaa yaaaaaa yaaaaa
yaa

Yaa yaaaa yaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaadaaaaaaaanaazaa
yaaaaaaaaaaasaaaaaaaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaayaaaaaaaa
aaaaaaaaaaaay aaaaaaaaayaaaa yaaaaaaa yaaaaaa yaaa yaa yaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yaadaaaaaaaaaaaaaaalaaaaaamsaaaa
yaaaaaaaaaaasaaaaaa aaaaaayaaaaa aaaaaaya aaaaaayaaaaaa aaaaaayaaaaaa
Aaaaaayaa yaa yaa ya yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yadaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaasaaaa
daaaaaaaaaaaaayaaaa aaaaaaaadaaaaaaay yaaaaaaaa yaaaaaaaaaaaa
yaaaaaaaaaaa

yaaaaaaaaaaaaaa yaaa ya

ya yaa ya ya yyyy ya yaa y yyya yaa yyyyy yaaa yyyyy vaaaa yyyaaa yaaaa
yyya

Aaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yyyyyyyyaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
YYYYYYYYYYyYYYyyyaaa yyyyyyyaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaa

422244 Aaaaa aa aa aaaa AAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAARAAAAAAAAAAAAARAAA
aaaaaaaaaasaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa yyyyyyyyyaaaaaaaa
YYYYYYYYYYYY YYYYYyYYYaaaa aaaaaaa aaaaaa aaa aa aaaaaaaaaaa
daaaaaaazsaaa’raaaaaaaaanaa aaaaaaaaaaaaaaalaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaaaaaaaaa

YYyyyyaaaaa yyyyyya yyyyyyaaaaaa yyyyyyaaaaaa yyyyyyaa aa aa a
daaalaaadaaanaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaanaaaaaaaaraaaaadaaaaa
aaaaaaaanaaaaaaaaaaaanaaaaaaaa yyyyyyyyyyyyyyvaaaa yyyyyyyyyyyyvyyy
ddaaaaaa aaaaaaaaaaaa aaaaaaadaaa aajaaaaaaaaaaa aaa a
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APENDICE 3. Técnicas de biologia molecular

DIGESTION DE TEJIDOS

1.

1.
2.

Fragmentar el tejido y colocarlo en un tubo eppendorf de 1.5 ml

Adicionar al tubo 500 ul de buffer STE, 20 pl de proteinasa K (25 mg/ml) y 75 ul de
SDS al 10%.

Agitar perfectamente e incubar durante 12 horas a 55°C. Agitar ocasionalmente
durante el periodo de incubacion.

EXTRACCION DE DNA CON METODO FENOL/CLOROFORMO

Marcar tres tubos por muestra para este proceso

En la campana de extraccién.

1.

Agregar 600 ml de fenol al tubo que contiene el tejido digerido. Mezclar e incubar
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Cada vez que se separen las fases debe
mezclarse.

Centrifugar a 13,000 rpm por 5 minutos.

Remover cuidadosamente la primera fase (fase acuosa) con una micropipeta y
transferir aun tubo eppendorf limpio (marcado previamente). Tener cuidado de no
alterar la interfase.

Repetir pasos de 1-3.

Agregar 600 ul de Cloroformo y mezclar suavemente e incubar a temperatura
ambiente durante 2 minutos. Mezclar cada vez que las fases se separen.

Centrifugar a 13.000 rpm por 3 minutos

Remover la fase acuosa y transferir a un tubo limpio con cuidado de no alterar la
interfase.

Fuera de la campana

8.

9.

Agregar 1/10 del volumen de la muestra (aproximadamente 45 ul) de 2M NaCl y 2.5
volumenes de alcohol 96% frio (-20 °C).

Precipitar el DNA a —20 °C de 12 a 24 horas.

10. Secar totalmente el botén de DNA en una centrifuga al vacio. Resuspender en 50-100

pl de agua ddH,O (dependiendo el tamafio del tejido).
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Técnica de PCR

Preparar una mezcla maestra con las siguientes proporciones.

Primer 1 [5pm] 1.0 ul x (nimero de muestras + el control)

Primer 2 [5pm] 1.0 pl x (numero de muestras + el control)

Buffer 2.5 w x (ndmero de muestras + el control)

dNTPs 25 pl x (nimero de muestras + el control)

MgCi2 0.8 ul x (nUmero de muestras + el control)

Taq. Polimerasa Dependiendo de la marca pl x ( numero de muestras + el control):
0.4 bioselec

0.2 Invitrogen
0.125 Biogenica

e Hacer una suma del volumen total de liquidos y dividirlo entre el nimero de
muestras mas el control y repartir en tubos de 0.2 ml (marcados previamente).

» Agregar a cada tubo (excepto el control):

» Templado de ADN 1.0 ui (como minimo, esto puede variar segun la concentracion
de ADN),

o Completar el volumen de cada tubo a 25 ul con ddH,0 vy esterilizada. Llevar las
muestras al Termociclador.

Purificacién de Productos de PCR utllizando el Kit QIAquick PCR purlfication
(QIAGEN).

1. Agregar 5 volumenes de buffer PB (125 pl) por un volumen de producto de PCR (25 pl).

2.

3.

Mezclar en el vortex.

Colocar una columna QIAquick dentro de un tubo colector de 2 mi.
Aplicar la mezcla en el centro de la columna.

Centrifugar de 30 a 60 segundos a 13000 rpm.

Desechar el liquido del tubo colector.

Colocar la columna en el tubo colector.

Adicionar 750 pul de Buffer PE en el centro de la columna.
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9. Centrifugar de 30 a 60 segundos a 13000 rpm

10. Desechar el llquido del tubo colector

11. Colocar la columna en el tubo colector

12. Centrifugar nuevamente un minuto a 13000 rpm

13. Colocar la columna sobre un tubo eppendorf de 1.5 m| limpio y marcado
14. Adicionar de 30 a 50 pl de buffer EB o agua bidestilada

15. Centrifugar a 13000 rpm durante un minuto.

16. Mantener el tubo con el producto purificado a —20°C.
CUANTIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR
REACCION DE SECUENCIACION CON BYG DYE TERMINATOR

Ya cuantificados los productos.
Preparar en tubos de 0.2 ml la siguiente mezcla;

1. Byg dye 4 ul

2. Buffer 5x 4l

3. Producto PCR cantidad calculada en pl

4. Primer 10 pmol 0.5l

5. ddH,0 cantidad calculada en pl para tener un volumen total de 20 ul

PURIFICACION DE PRODUCTOS DE LA REACCION DE SECUENCIACION CON
COLUMNAS CENTRISEP

1. Verificar que todo el polvo (cephadex) se encuentre en el fondo de la columna. Dar
algunos golpes pequefios de no ser asl.

2. Agregar 8 ul de agua ddH,O y tapar la columna, mezcla con el vortex.
3. Dejar el gel hidratandose en la columna por dos horas a temperatura ambiente. Cuidar

que no queden burbujas en el gel de ser asi dar golpes a la columna hasta que la burbuja
emerja.
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Apéndice 4. Caracteres morfolégicos elegidos para el analisis fllogenético

Caracter 1. Forma del cuerpo

0= Cilindrica _ 1= Ensanchada posteriormente
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Caracter 2. Cobertura de espinas en el cuerpo

.
L

0= 0%

1= 80-100%

2=50% conelresto 3= 50% con el resto
de la cuticula lisa de la cuticula con
ornamentaciones

diferentes a espinas

90




Caracter 3. Forma del huevo

0= sin tapones polares 1= con un tapén polar 2= con dos tapones
polares

Caracter 4. Toxtura de la cascara del huevo

0= lisa 1= con excavaciones 2= con excavaciones
profundas discretas
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Caracter 5. Forma de los ganchos del bulbo cefalico

1= forma de gorro (base gruesa

0= conicos simples con punta grande y roma)

2= forma de garra

3= forma de espina de rosal (base
gruesa con punta pequefia y aguda
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Caracter 6. Forma de la bursa del macho

2= lobada con

0= bilobada 1= lobada simple apéndice distal

Carécter 7. Forma de las espinas en la bursa del macho el macho

0= conicas 1= elongadas 2= redondas
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Caracter 8. Camblo en el tamafio de los cuatro pares de papllas
pedunculadas en el macho

0= descendente 1= ascendente hasta el tercer par,
descendiendo en el cuarto.
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Caracteres 10, 12, 14, 16. Tamafio de los dientes en las
espinas

N

1= dientes aproximadamente 2= dientes lateralesmayores a
iguales los centrales

3= dientes centrales hasta una vez 4= dientes centrales hasta tres
mayores a los laterales veces mayores a los laterales
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Caracteres 9, 11,13 y 16. Forma de las espinas

1= isometricas paralelas 2= isométricas divergentes con
constrefiimiento prominente

3= isomeétricas divergentes con

; . 4= étrica argen
constrefiimiento discreto 1som $ convergentes
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Caracteres 13 y 15. Forma de las espinas

5= Isométricas con puntas en los 6= Isométricas bordes
bordes laterales redondeados

Caracteres 14 y 16. Tamafio de los dlentes

5= dientes centrales mas de tres
veces mayores a los laterales

97



Caracter 17. Forma de los labios
0= con tres lobulos aproximadamente iguales

1= con tres lobulos con I6bulo central 2= con tres lobulos con Iébulo central
pequefio y laterales grandes grande vy laterales pequefios

4= con un lobulo ¢con borde interno

3= con un lobulo con borde interno liso

con tres lobulos
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Apéndice 6. Alineamiento de secuenclas del gen 28S de slete especles de
Gnathostoma y Spiroxys sp.

55
Spiroxis,
Gspiniger,
AAGCGGAGGA
Gnldspini,

Gbinuclea,
AAGCGGAGGA
GnOé6binuc,

Ghispidum,
AAGCGGAGGA
Gn4Zhispi,

Gnnipponi,
AAGCGGAGGA
G43lamoth,
Gdoloresi,
AAGCGGAGGA
Gn27dolor,

115
Spiroxis,
Gspiniger,
GCGCT
Gnldspini,
GCGCT
Gturgidum,
GCGCT
Gbinuclea,
GCGCT
GnO6ébinuc,
GCGCT
Gnlébinuc,
GCGCT

99

CGGAGATATG

CGGAGATATG

CGGAGATATG

CGGAGATATG

CGGAGATATG

CGGAGATATG

TCCA-

TCCA-

TCCA-

TCCA-

TCCA-

TCCA~-




GnZ2lbinuc,
GCGCT
Ghispidum,
GCGCT
Gnd2hispi,
GCGCT
Gn37nippo,
Gnnipponi,
GCGCT
G43lamoth,
TCCAAGCGTT
Gdoloresi,
GCGCT
Gn27dolor,
GCGCT

P |

175
Spiroxis,
Gspiniger,
TCGGCATACG
Gnl4spini,
TCGGCATACG
Gturgidum,
TCGGTGTACG
Gbinuclea,
TCGGCGTGCG
GnlO6binuc,
TCGGCGTGCG
Gnlébinuc,
TCGGCGTGCG
GnZ2lbinuc,
TCGGCGTGCG
Ghispidum,
TCGGCGTACG
Gn42hispi,
TCGGCGTACG
Gn37nippo,
-TACG
Gnnipponi,
TCGGCATACG
G43lamoth,
TCGGTGTACG
Gdoloresi,
TCGGCGTACG
GnZ2l7dolor,
TCGGCGTACG

235

ACGAGGACTC

ACCAGGACTC

TCGTAGTAAC

TCGTAGTAAC

GGCGAGTGAA

GGCGAGTGAA

CGGAGATATG

CGGAGATATG

CGGAGATATG

TCCA-

TCCA- .

TCCA-

ACGAGGACTC

ACCAAGATTT

ACGAGGACTC

TCGTAGTARAC

CCCTAGAARC

TCGTAGTAAC

GGCGAGTGAA

GGGGACTGAA

GGCGAGTGAA

CGGAGATATG

AGGAAGTATT

CGGAGATGTG

CGGAGATGTG

TCCA-

TCCA-

GAATCCTGCA

GAATCCTGCA

GAATCCTGCA

GAATCCTGCA

GAATCCTGCA

GAATCCTGCA

GAATCCTGCA

GAATCCTGCA

GAATCCTGCA

ACCGTCGGTT

ACCGTCGGTT

ACCGTCGGTT

ACCGTCGGTT

ACCGTCGGTT

ACCGTCGGTT

ACCGTCGGTT

ACCGTCGGTT

ACCGTCGGTT

GTGTGGAGCT

GTGTGGAGCT

GTGTGGAGCT

GTGTGGAGCT

GTGTGGAGCT

GTGTGGAGCT

GTGTGGAGCT

GTGTGGAGCT

GTGTGGAGCT

GTAGCGTATA

GTAGCGTATA

GTAGCGTATA

GTAGCGTATA

GTAGCGTATA

GTAGCGTATA

GTAGCGTATA

GTAGCGTATA

GTAGCGTATA

GGTGCGGCTT
GGTGCGGCTT
GGTGCGGCTT
GGTGCGGCTT
GGTGCGGCTT
GGTGCGGCTT
GGTGCGGCTT
GGTGCGGCTT

GGTGCGGCTT

GAATCCTGCA

GAATCCTGCA

GAATCCTGCA

GAATCCTGCA

185

ACTGTCGGTT

ACCGTCGGTT

ACCGTCGGTT

ACCGTCGGTT

195

GTGTGGAGCT
GTGTGGAGCT
GTGTGGAGCT

GTGTGGAGCT

100

GTAGCGTATA

GTAGCGTTTA

GTAGCGTATA

GTAGCGTATA

GGTGCGACTT

GGTGCGGCTT

GGTGCGGCTT

GGTGCGGCTT

225




Spiroxis,
TAGACCTGTA
Gspiniger,
AGACCTGTGC
Gnl4spini,
AGACCTGTGC
Gturgidum,
AGACCTGTGC
Gbinuclea,
AGACCTGTGC
GnO6binuc,
AGACCTGTGC
Gnlébinuc,
BGACCTGTGC
GnZlbinucg,
AGACCTGTGC
Ghispidum,
AGACCTGTGC
Gnd2hispi,
AGACCTGTGC
Gn37nippo,
AGACCTGTGC
Gnnipponi,
AGACCTGTGC
G43lamoth,
AGACCTGTGC
Gdoloresi,
AGACCTGTGC
Gn27dolor,
AGACCTGTGC

295
Spiroxis,
GAGCGCAGCC
Gspiniger,
AACGCAGCCC
Gnldspini,
AACGCAGCCC
Gturgidum,
AACGCAGCCC
Gbinuclea,
ARCGCAGCCC
GnO6ébinuc,
AACGCAGCCC
Gnlébinuc,
AACGCAGCCC
GnZ2lbinuc,
AACGCAGCCC
Ghispidum,
AACGCAGCCC
Gn42hispi,
AACGCAGCCC
Gn37nippo,
AACGCAGCCC

ATGCTCGACC
ATGCTCGACC
ATGCTCGACC
ATGCTCGACC
ATGCTCGACC
ATGCTCGACC
ATGCTCGACC
ATGCTCGACC
ATGCTCGACC
ATGCTCGACC
ATGCTCGACC
ATGCTCGACC
ATGCTCGACC

ATGCTCGACC

N -
245
CGAGTGaGCG
GGTCGAGCGG
GGTCGAGCGG
GGTCGAGCGG
GGTCGAGCGG
GGTCGAGCGG
GGTCGAGCGG
GGTCGAGCGG
GGTTGAGTGG
GGTTGAGTGG

GGTCGAGCGG

GAAGTTCCCT
GAAGTTCCCT
GAAGTTCCCT
GAAGTTCCCT
GAAGTTCCCT
GAAGTTCCCT
GAAGTTCCCT
GAAGTTCCCT
GAAGTTCCCT
GAAGTTCCCT
GAAGTTCCCT
GAAGTTCCCT
GAAGTTCCCT

GAAGTTCCCT

N P
255
ATTTGCGCGG
AATGTGCTGG
AATGTGCTGG
AGTGTGCTGG
AGTGTGCTGG
AGTGTGCTGG
AGTGTGCTGG
AGTGTGCTGG
AGTATGCTGG
AGTATGCTGG

AATGTGCTGG

TTGAGTGGGA
TGATTGGGAC
TGATTGGGAC
TGATTGGGAC
TGATTGGGAC
TGATTGGGAC
TGATTGGGAC
TGATTGGGAC
TGATTGGGAC
TGATTGGGAC
TGATTGGGAC
TGATTGGGAC
TGATTTGGAC
TGATTGGGAC

TGATTGGGAC

N -
265
TTGGTTGCTC
TTGCCGTTCC
TTGCCGTTCC
TTGCCGTTCC
TTGCCGTTCC
TTGCCGTTCC
TTGCCGTTCC
TTGCCGTTCC
TTGCCGTTCC
TTGCCGTTCC

TTGTCGTTCC

101

CCACAGTCCA
CACTGTCCGA
CACTGTCCGA
CACTGTCCGT
CACTGTCCGG
CACTGTCCGG
CACTGTCCGG
CACTGTCCGG
CACTGTCCGG
CACTGTCCGG
CACTGTCCGG
CACTGTCCGG
CACTGTCCGG
CACTGTCCGG

CACTGTCCGG

i

275
CTTGGAGTCG
TTGGAGTCGG
TTGGAGTCGG
TTGGAGTCGG
TTGGAGTCGG
TTGGAGTCGG
TTGGAGTCGG
TTGGAGTCGG
TTGGAGTCGG
TTGGAGTCGG

TTGGAGTCGG

TAGAAGGTGC
AGTAGGTGCG
AGTAGGTGCG
AGCGGGTGCG
AGTAGGTGCG
AGTAGGTGCG
AGTAGGTGCG
AGTAGGTGCG
AGTAGGTGCG
AGTAGGTGCG
AGTAGGTGCG
AGTAGGTGCG
AGTAGGTGCG
AGTAGGTGCG

AGTAGGTGCG

-

285
GGTTGCCTGA
GTTGCCTGGG
GTTGCCTGGG
GTTGCCTGGG
GTTGCCTGGG
GTTGCCTGGG
GTTGCCTGGG
GTTGCCTGGG
GTTGCCTGGG
GTTGCCTGGG

GTTGCCTGGG




Gnnipponi,
AACGCAGCCC
G43lamoth,
AACGCAGCCC
Gdoloresi,
AACGCAGCCC
Gn27dolor,
AACGCAGCCC

355
Spiroxis,
TAGCAAACAA
Gspiniger,
AGCGAACAAG
Gnldspini,
AGCGAACRAG
Gturgidum,
AGCGAACAAG
Gbinuclea,
AGCGAACAAG
GnOébinuc,
AGCGAACAAG
Gnlébinuc,
AGCGAACAAG
GnZlbinuc,
BRGCGAACAAG
Ghispidum,
AGCGAACARAG
Gn42hispi,
AGCGAACAAG
Gn37nippo,
AGCGAACAAG
Gnnipponi,
AGCGAACAAG
G43lamoth,
AGCGAACAAG
Gdoloresi,
AGCGAACAAG
Gn27dolor,
AGCGAACAAG

415
Spiroxis,
CGTGARAACCG
Gspiniger,
GTGAGACCGA
Gnldspini,
GTGAGACCGA
Gturgidum,
GTGAGACCGA

GGTCGAGCGG
GGTCGAGCGG
GGTTGAGCGG

GGTTGAGCGG

S —_—
305
CAAAGAGGGT
GAAGATGGTG
GAAGATGGTG
GARGATGGTG
GAAGATGGTG
GAAGATGGTG
GAAGATGGTG
GAAGATGGTG
GAAGATGGTG
GAAGATGGTG
GAAGATGGTG
GAAGATGGTG
GAAGATGGTG
GAAGATGGTG

GAAGATGGTG

365

GTACCGTGAG

TACCGTAAGG

TACCGTAAGG

TACCGTAAGG

AATGTGCTGG

AGTATGCTGG

AGTGTGCTGG

AGTGTGCTGG

315

GGTAAACCTC

GTAAACCTCA

GTAARACCTCA

GTAAACCTCA

GTAAACCTCA

GTAAACCTCA

GTAAACCTCA

GTAAACCTCA

GTAAACCTCA

GTARACCTCA

GTAAACCTCA

GTAAACCTCA

GTARAACCTCA

GTAAACCTCA

GTAAACCTCA

375

GGAAAGTTGC

GAAAGTTGCA

GAAAGTTGCA

GAAAGTTGCA

TTGTCGTTCC

TTGTCGTTCC

TTGCCGTTCC

TTGCCGTTCC

325

ATCTRAGGCT

TCTAAGACTA

TCTAAGACTA

TCTAAGACTA

TCTAAGACTA

TCTAAGACTA

TCTAAGACTA

TCTAAGACTA

TCTAAGACTA

TCTAAGACTA

TCTAAAACTA

TCTAAGACTA

TCTAAGACTA

TCTAAGACTA

TCTAAGACTA

385

AAAGAACTTT

AAGTACTTTG

AAGTACTTTG

AAGTACTTTG

102

TTGGAGTCGG
TCGGAGTCGG
TTGGAGTCGG

TTGGAGTCGG

B

335
ARATATTGCC
AGTATCGACA
AGTATCGACA
AGTATCGACA
AGTATCGACA
AGTATCGACA
AGTATCGACA
AGTATCGACA
AGTATCGACA
AGTATCGACA
AGTATCGACC
AGTATCGACA
AGTATCGACA
AGTATCGACA

AGTATCGACA

B

395

GAAGAGAGAG

AAAAGAGAGT

ARAAGAGAGT

AAAAGAGAGT

GTTGCCTGGG

GTTGCCTGGG

GTTGCCTGGG

GTTGCCTGGG

el

345
ACGAGACCGA
CGAGACCGAT
CGAGACCGAT
CGAGACCGAT
CGAGACCGAT
CGAGACCGAT
CGAGACCGAT
CGAGACCGAT
CGAGACCGAT
CGAGACCGAT
CAAGACCGAT
CGAGACCGAT
CGAGACCGAT
CGAGACCGAT

CGAGACCGAT

405

TTCAAGAGGG

TCAAGAGAAC

TCAAGAGRAC

TCAAGAGAAC



Gbinuclea,
GTGAGACCGA
GnO6binuc,
GTGAGACCGA
Gnlébinug,
GTGAGACCGA
GnZlbinuc,
GTGAGACCGA
Ghispidum,
GTGAGACCGA
Gndz2hispi,
GTGAGACCGA
Gn37nippo,
GTGAGACCGA
Gnnipponi,
GTGAGACCGA
G43lamoth,
GTGAGACCGA
Gdoloresi,
GTGAGACCGA
GnZ7dolor,
GTGAGACCGA

475
Spiroxis,
GATATAAGCG
Gspiniger,
-GTCC
Gnldspini,
-GTCC
Gturgidum,
-GTCC
Gbinuclea,
-GTCC
GnOébinuc,
-GTCC
Gnleébinuc,
=-GTCC
Gn2lbinuc,
-GTCC
Ghispidum,
-GTCC
Gn42hispi,
-GTCC
Gn37nippo,
=GTCC
Gnnipponi,
=GTCC
G43lamoth,
-GTCC
Gdoloresi,
~GTCC
Gn27dolor,
=GTCC

TACCGTAAGG

TACCGTAAGG

TACCGTAAGG

TACCGTAAGG

TACCGTAAGG

TACCGTAAGG

TACCGTAAGG

TACCGTAAGG

TACCGTAAGG

TACCGTAAGG

TACCGTAAGG

N
425

CCGAGAAGGA
TAGGGTGGAA
TAGGGTGGAA
TAGGGTGGAA
TAGGGTGGAA
TAGGGTGGARA
TAGGGTGGAA
TAGGGTGGAA
TAGGGTGGAA
TAGGGTGGAA
TAGGGTGGAA
TAGGGTGGAA
TAGGGTGGAA

TAGGGTGGAA

TAGGGTGGAA

GAAAGTTGCA
GAAAGTTGCA
GAAAGTTGCA
GAAAGTTGCA
GAAAGTTGCA
GARAGTTGCA
GAAAGTTGCA
GAAAGTTGCA
GAAAGTTGCA
GAAAGTTGCA

GAAAGTTGCA

BN

435
AACGGATAGA
GCGAATTGAG
GCGAATTGAG
GCGAATTGAG
GCGAATTGAG
GCGAATTGAG
GCGAATTGAG
GCGAATTGAG
GCGAATTGAG
GCGAATTGAG
GCGAATTGAG
GCGAATTGAG
GCAAATTGAG
GCGAATTGAG

GCGAATTGAG

AAGTACTTTG
AAGTACTTTG
AAGTACTTTG
AAGTACTTTG
AAGTACTTTG
AAGTACTTTG
BAGTACTTTG
AAGTACTTTG
AAGTACTTTG
AAGTACTTTG

AAGTACTTTG

R —_—
445
GTTGACGAAA
CCAACAGACG
CCAACAGACG
CCAACAGACG
CCAACAGACG
CCAACAGACG
CCAACAGACG
CCARACAGACG
CCAACAGACG
CCAACAGACG
CCAACAGACG
CCAACAGACG
CCAACAGACG
CCAACAGACG

CCAACAGACG
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AAAAGAGAGT
AARAGAGAGT
AAAAGAGAGT
ARAAGAGAGT
AAAAGAGAGT
ARDAGAGAGT
AAAAGAGAGT
ADMAAGAGAGT
AAAAGAGAGT
AAAAGAGAGT

AAMAGAGAGT

R I

CCTAaCGGCA
GCGACGGTAT
GCGACGGTAT
GCGACGGTAT
GCGACGGTAT
GCGACGGTAT
GCGACGGTAT
GCGACGGTAT
GCGACGGTAT
GCGACGGTAT
GCGACGGTAT
GCGACGGTAT
GCGACGGTAT
GCGACGGTAT

GCGACGGTAT

TCAAGAGAAC
TCAAGAGAAC
TCAAGAGAAC
TCAAGAGAAC
TCAAGAGAAC
TCAAGAGAAC
TCAAGAGAAC
TCAAGAGAAC
TCAAGAGAAC
TCAAGAGAAC

TCAAGAGAAC

N I—
465
TTCAACTGAC
TCAACCGGTG
TCAACCGGTG
TCAACCGGTG
TCAACCGGCG
TCAACCGGCG
TCAACCGGCG
TCAACCGGCG
TCAACCGGTT
TCAACCGGTT
TCAACCGGTG
TCAACCGGTG
TCAACCGGTG
TCAACCGGTT

TCAACCGGTT

GCTT-

GCTT-

GCTT-

GCTT-

GCTT-

GCTT-

GCTT-

GCTT-

GCTT-

GCTT-

GCTT-

GCTT-

GTTT-

GTTT-




535
Spiroxis,
AGCGTTGGGG
Gspiniger,
GTGTTCGGTC
Gnl4spini,
GTGTTCGGTC
Gturgidum,
GTGTTcGGTC
Gbinuclea,
GTGTTCGGTC
GnOébinuc,
GTGTTCGGTC
Gnlébinucg,
GTGTTCGGTC
Gn2lbinuc,
GTGTTCGGTC
Ghispidum,
GTGTTCGGTC
Gn42hispi,
GTGTTCGGTC
Gn37nippo,
GTGTTCGGTC
Gnnipponi,
GTGTTCGGTC
G43lamoth,
"GTGTTCGGTC
Gdoloresi,
GTGTTCGGTC
GnZ7dolor,
GTGTTCGGTC

595
Spiroxis,
AACTGAGTTT
Gspiniger,
GTGGGCGTTG
Gnldspini,
GTGGGCGTTG
Gturgidum,
GTGGGCGCTG
Gbinuclea,
GTGGGCGCTG
GnOébinuc,
GTGGGCGCTG
Gnlébinuc,
GTGGGCGCTG
GnZlbinuc,
GTGGGCGCTG

e

485
CGGCTGTAaC
GAATGCGACT
GAATGCGACT
GGGCGCGACT
GGATGCGACT
GGATGCGACT
GGATGCGACT
GGATGCGACT
GAATGCGACT
GAATGCGACT
GGATGCGACT
GGATGCGACT
GAATGCGACT
GAATGCGACT

GAATGCGACT

N —_—
545
CTTTTGCCGC
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
ACCTGCTGCT
CCTTGCTGCT
CCTTGCTGCT
CCTTGCTGCT

CCTTGCTGCT

B

495
TCACTAARAC
CGTGACGATC
CGTGACGATC
CGTGACGATC
CGCGACGGTC
CGCGACGGTC
CGCGACGGTC
CGCGACGGTC
CGCGGCGATC
CGCGGCGATC
CGCGACGGTC
CGCGACGGTC
CGTGGCGGTC
CGTGACGGTC

CGTGACGGTC

.
555
TGGTgtATtt
GGTGTATTTA
GGTGTATTTA
GGTGTATTTA
GGTGTATTTA
GGTGTATTTA
GGTGTATTTA

GGTGTATTTA

N

505
T-CTACGAGA
-GCTCACTTC
-GCTCACTTC
AGCTCGTTTC
~-GTTCGCTTC
-GTTCGCTTC
-GTTCGCTTC
-GTTCGCTTC
-GCTCGCTTC
-GCTCGCTTC
-GCTCGCTTC
-GCTCGCTTC
-GCTCGCTTC
-GCTCGCTTC

-GCTCGCTTC

ool

565
atCGCCGTGt
TCGTCGTTTT
TCGTCGTTTT
TCGTCGTTTT
TCGTCGTTTT
TCGTCGTTTT
TCGTCGTTTT

TCGTCGTTTT
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I

515
TAGTGGCGTG
GGTGGCACGT
GGTGGCACGT
GGCGGCTCGT
GGCGGCACGT
GGCGGCACGT
GGCGGCACGT
GGCGGCACGT
GGCGGCACGC
GGCGGCACGC
GGCGGCACGT
GGCGGCACTT
GGCGGCACGT
GGCGGCACGT

GGCGGCACGT

575

TGCGTCGTTG

GCGTTGCGGG

GCGTTGCGGG

GCGTTGCGGG

GCGTTGCGGG

GCGTTGCGGE

GCGTTGCGGG

GCGTTGCGGGE

525

GTTGGTGtcG

TT-GCGTCGA

TT-GCGTCGA

TT-GCGTCGA

TG-GCGTCGA

TG-GCGTCGA

TG-GCGTCGA

TG-GCGTCGA

TT-GCGTCGA

TT-GCGTCGA

TTCGTGTCGA

TC-GTGTCGA

TT~GCGTCGA

TT-GCGTCGA

TT-GCGTCGA

N

585

TCGTGAGAGG

CGTCTTTTGT

CGTCTTTTGT

CGTCTTCTGT

CGTCTTCTGT

CGTCTTCTGT

CGTCTTCTGT

CGTCTTCTGT




Ghispidum,
ATGGGCGTTG
GndZhispi,
ATGGGCGTTG
Gn37nippo,
GTGGGCGCTG
Gnnipponi,
GTGGGCGCTG
G43lamoth,
TCGGGCGCTG
Gdoloresi,
GTGGACGCTG
Gn27dolor,
GTGGACGCTG

TCCTGTTGCT

TCCTGTTGCT

TCCTACTGCT

TCCTACTGCT

TCCTGCTGCT

TCCTGCTGCT

TCCTGCTGCT

GGTGTATTTA

GGTGTATTTA

GGTGTATTTA

GGTGTATTTA

GGTGTATTTA

GGTGTATTTA

GGTGTATTTA

TCGTCGTTTT
TCGTCGTTTT
TCGTCGTTTT
TCGTCGTTTf
TCGTCGTTTT
TCGTCGTTTT

TCGTCGTTTT
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GCGTTGCGGG

GCGTTGCGGG

GCGTTGCGGG

GCGTTGCGGG

GCGTTGCGGG

GCGTTGCGGG

GCGTTGCGGG

CGTCTTTTGT

CGTCTTTTGT

CGTCTTCTGT

CGTCTTCTGT

CGTCTTCTGT

CGTCTTTTGT

CGTCTTTTGT



Apéndice 6.

A new species of Gnathostoma (Nematoda: Gnathostomatidae) in Procyon lotor
hernandezii from Mexico.
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A NEW SPECIES OF GNATHOSTOMA (NEMATODA: GNATHOSTOMATIDAE) IN
PROCYON LOTOR HERNANDEZII FROM MEXICO

Florencla Bertoni-Rulz, Luls Garcla-Prieto, David Osorio-Sarabla, and Virginla Leén-Radgagnon”
Laboratario de Helmintologla, Instituto de Biologfa, Universidad Naclonal Auténoma de México, Apartado Postal 70-153, CP 04510 México,

D.F.,, México. e-mail: vieon@ibiologia.unam.mx

ABSTRACT: Gnathostoma lamothei n. sp., inhabiting the stomach of Procyon lotor hernandezii Wagler, 1831, in Tlacotalpan,
Veracruz State, and Rio Sapo, Oaxaca, Mexico, is described. This new species differs from all other congeners by having the
posterior half of the body surface covered by rows of tiny round bosses instcad of spines, or lacking ornamentations. Sequences
of the ITS2 of the ribosomal DNA of G. lamothei n. sp. are compared with sequences of other specics of the genus recorded in
Mexico; they show a wide divergence (<50%) with Gnathostoma binucleatum Almeyda-Artigas, 1991, and Gnathostoma tur-
gldum Stossich, 1902, and high similarity with Gnathostoma sp. 1 sequence (99.2%). On the basis of morphometric traits and
sequences, previous records of Gnathostoma sp. 1 (=Gnathostoma procyonis of Almeyda-Artigas et al.,, 1994, not Chandler,
1942, and Gnathostoma neoprocyonis nomen nudem) in Mexico arc referred to as the new species.

Gnathostoma Owen, 1836, includes 11 species, mainly dis-
tributed in Asia and the Americas (Almeyda-Artigas, 1991; Mi-
yazaki, 1991). In their adult stage, these nematodes are parasites
of mammals, particularly carnivores, marsupials, and pigs (Mi-
yazaki, 1991). In Mexico, 3 species have been recorded to date:
Gnathostoma turgidum Stossich, 1902, from opossums (Didel-
phis virginiana Kerr, 1792, Didelphis marsupialis L., and
Philander opossum L.), Gnathostoma binucleatum Almeyda-
Artigas, 1991, from canids and felids (Felis pardalis L., Felis
catus L., and Canis familiaris L.), and Gnathostoma procyonis
Chandler, 1942, from raccoons (Procyon lotor hernandezii
Wagler, 1831) (Lamothe-Argumedo, 1997). On the basis of ri-
bosomal DNA (rDNA) sequences, Almeyda-Artigas et al.
(20002, 2000b) concluded that previous records of G. procyonis
in Mexico correspond to an undescribed species, referring to it
as “Gnathostoma sp. 1. This material was deposited in the
U.S. National Parasite Collection (USNPC), under the name
Gnathostoma neoprocyonis (088149.00, 088150.00, and
088151.00). However, no morphological description of this spe-
cies is available.

As part of a study on gnathostomiasis in Mexico, we col-
lected specimens of an undescribed species of this genus. The
main goal of this study was to describe it and clarify some
reports of Grathostoma in Mexico, using morphological fea-
tures and sequences of rDNA.

MATERIALS AND METHODS

In May 2003, 30 raccoons (P. lotor hernandezil) were collected near
Laguna Herrera (18°39'28"N, 95°40'25"W), 5 km north from Tlacotal-
pan City, Veracruz State, Mexico, and 3 in Rfo Sapo (18°16'54"N,
96°38'03"W), San José Independencia, Oaxaca, Mexico (January 2004),
Hosts were shot by local hunters and dissected within the following 4
hr, and viscera were placed in 70% ethanol. Worms collected from the
stomachs were preserved in 70% ethanol. Specimens wete cleared using
Amman’s lactophenol and temporarily mounted for morphological
study. Measurements are presented as the range, with the mean, standard
deviation, and sample size in parentheses and expressed in millimeters,
unless otherwise stated, Figures were drawn with the aid of a drawing
tube. Specimens for scanning electron microscopy (SEM) were dehy-
drated using gradual ethanol series and dried to the critical point with
carbon dioxide. Dry specimens were mounted on metal specimen stubs,
coated with a gold-palladium mixture, and examined with an SEM Hi-
tachi 82460N. The following abbreviations are used: CMNPA, Parasite

Reccived 12 November 2004; revised 13 January 2005; accepted 15
March 2005.
* To whom correspondence should be addressed.

Collection, Canadian Muscum of Nature, Ottawa, Ontario, Canada;
CNHE, Coleccién Nacional de Helmintos, Instituto de Biologfa, Univ-
ersidad Nacional Auténoma de México; and HWML, Harold W. Manter
Laboratory, University of Nebraska-Lincoln, Lincoln, Nebraska. For
comparative purposes, the following specimens were examined: G, pro-
cyonis HWML 23656, 23916-17, 23925, 23931, 23943, 23963, 23983-
B4, 23989, 24033, and 24052, USNPC 031106, 031234, and 031248;
G. neoprocyonis USNPC 088151.00 (male and female); and Gnarhos-
toma miyazakii CMNPA 1979-0150 and USNPC 74372.00 and
84150.00.

Specimens for molecular analyses were preserved in 100% ethanol.
Standard phenol-chloroform extraction methods were used to recover
DNA from single specimens. Laboratory protocols followed Hillis et
al. (1996) and Palumbi (1996). Polymerase chain reaction (PCR) was
used for amplifying the DNA sample; parameters and settings followed
manufacturer’s recommendations and Palumbi (1996). Amplification
and gsequencing of the ITS2 of the IDNA were performed using the
primers NEWS2 (forward) 3'TGTGTCGATGAAGAACGCAG and
ITS2-RIXO (reverse) 5'TTCTATGCTTAAATTCAGGGG (Almeyda-
Artigas et al., 2000a). The amplification program consisted of 1 min at
94 C, followed by 35 cycles of 30 sec at 92 C, 30 sec at 50 C, and 1
min at 72 C, followed by 4 min at 72 C for final elongation, Products
of PCR were sequenced directly on an ABI Prism 310 automated DNA
sequencer. Sequences were aligned by eye with G. binucleatum
(GenBank Z97072), G. turgidum (GenBank Z97175), and Gnathostoma
sp. (GenBank Z97172) sequences, and a pairwise distance matrix was
obtained using the computer program Bioedit (Hall, 1999).

DESCRIPTION

QGnathostoma Iamothel n. sp.
(Figs. 1-5)

General: Based in 5 adult males and 1 complete and 2 in-
complete females. Medium size worms; body slightly widened
posteriorly. Cephalic bulb armed with uncinate hooks in 8-9
transverse, complete rows + 2 incomplete rows. One pair of
trilobulate lips, wider than large, protrude in the anterior end
of cephalic bulb. Two simple papillaec on each lip. One small
amphid located between each pair of papillae. Ballonets 4 in
number. Anterior half of body covered with cuticular spines.
Spines varying in shape and size according to region and sex
of worms. Cervical papilla located at the first quarter of body.
Cervical sacs extend from ballonets to near nervous ring.
Esophagus divided in anterior muscular (small) and posterior
glandular sections.

Male: Body 13.2-18.9 (16.1 * 2.6, n = 4) (14.8) long, 0.75-
14 (1.1 £ 0.35, n = 4) (0.9) maximum width. Cephalic bulb
0.3-0.35 (0.3 = 0.02, n = 4) (0.3) long, 0.6-0.7 (0.7 = 0.04,
n = 4) (0.6) wide; lips 0.08-0.1 (0.09 = 0.01, n = 3) (0.1}
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FIGURE 1.
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Ultrastructural comparison among males of 3 species of the genus Gnathostoma. Gnathostoma lamothei n. sp. (A=C); G. procyonis

(D-F); G. miyazakil (G-I); cephalic bulb (A, D, G); body spines at neck level (B, E, H); body spines at cervical papilla level (C, F, I).

long, 0.23-0.25 (0.23 = 0.0], n = 3) (0.23) wide. Cephalic
hooks 0.018-0.024 (0.021 * 0.002, n = 10) long, 0.006-0.012
(0.008 * 0.002, n = 10) width. Body spines of first few rows
posterior to neck short (0.026-0.035 [0.029 *+ (0.004, n = 17]
long) and broad (0.013-0.017 [0.014 * 0.001, n = 18] wide),
with 3-6 points; spines at cervical papilla level short, 0.029—
0.037 [0.032 = 0.002, n = 10) long and wide at distal region
(0.015-0.018 [0.017 = 0.008, n = 9)); with 4—6 points; central
points slightly longer than lateral points. Spines in mid-eso-
phagical region longer (0.034-0.044 [0.047 = 0.002, n = 15))
than wide (0.013-0.015 [0.014 %= 0.007, n = 15]), with 3 prin-
cipal points (middle longer than laterals) and 1-3 secondary
points. Spines at esophagus—intestinal junction, long (0.043-
0.050 [0.047 % 0.002, n = 8]) and slender (0.011-0.015 [0.014
* 0.008, n = 14]), wide, with 3 points; middle point typically
longer. From this region, number of points and size of spines
gradually diminish posteriorly, finally disappearing at equatorial
region of body. Posterior half of body covered with rows of
roundish bosses located between cuticular transverse striations,
Nerve ring and cervical papillae located between 21 and 22 and
7-11 rows of body spines, respectively. Excretory pore not ob-
served. Cervical sacs 1-1.05 (1.02 = 0.04, n = 3) (1) long.

Esophagus 22.5-28.4% (252 * 29, n = 3) (22.5) of body
length; long 3.3-3.7 (3.4 = 0.2, n = 3) (3.3), 0.37-0.40 (0.38
+ 0.015, n = 4) (0.40) wide. Muscular region 0.35-0.4 (0.37
* 0.03, n = 3) (0.36) long; glandular region 2.9-3.3 (3.07 =
0.25, n = 3) (3) long. Spicules unequal, blunt apices. Left spic-
ule 0.39-0.41 (0.40 = 0.01, n = 3) (0.39) long: right spicule
1.32-1.41 (1.38 = 0.04, n = 4) (1.32) long, representing 7.5—
10.5% (8.9%) of total body length. Caudal extremity lobulated,
0.78-0.84 (0.81 = 0.032, n = 3) (0.83) wide; surface totally
covered with minute and simple spines, except area around clo-
acal opening. Alae with 4 pairs of lateral, pedunculate papillae
(2 precloacal and 2 postcloacal). Four pairs of umbilicated ven-
tral papillae, delicate and sessile (1 precloacal and 3 postcloa-
cal, with the second pair adcloacal).

Female: Body 17.8~19.6 (18.7 = 1.25, n = 2) (17.8) long,
1.22-1.29 (1.25 = 0.035, n = 3) (1.29) of maximum width.
Cephalic bulb 0.28 long, 0.72 wide; lips 0.15 long, 0.25 wide.
Cephalic hooks 0.018-0.026 (0.022 = 0.0016, n = 28B) long,
0.006-0.009 (0.008 * 0.0014, n = 10) wide. Body spines of
first few rows posterior to neck short (0.026-0.037 [0.031 =
0.002, n = 11] long) and broad (0.010-0.013 [0.011 *= 0.0008,
n = [5] wide), with 3-6 points; spines at cervical papilla level
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FIGURE 2.
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Ultrastructural comparison among males of 3 species of the genus Gnathostoma. Gnathostoma lamothei n. sp. (A=C); G. procvonis

(D-F): G. miyazakii (G-1); body spines: esophagus level (A, D, G); esophagus—intestine junction (B, E, H); posterior half of body (C, F, T).

short and wide at distal region, 0.029-0.041 (0.035 + 0.04, n
= 7) long, 0.013-0.019 (0.016 = 0.01, n = 13) wide; with 4-
6 points; central points slightly longer than lateral points. Spines
in mid-esophagical region longer 0.033-0.043 (0.040 * 0.02,
n = 10) than wide 0.015-0.020 (0.018 * 0.01, n = 15), with
3 principal points (middle longer than laterals) and 1-3 sec-
ondary points. Spines at esophagus—intestinal junction, long
(0.060-0.064 [0.062 = 0.002, n = 7]) (0.062) and slender

FiIGukrE 3.
G. procyonis (B), G. mivazakii (C).

(0.06-0.07 [0.06 * 0.003, n = 7]); with 3 points; middle point
typically longer. From this region, number of points and size
of spines gradually diminish posteriorly; finally disappearing at
equatorial region of body. Posterior half of body, covered with
rows of roundish bosses located between cuticular transversal

striations. Nerve ring, cervical papillae, and excretory pore lo-
cated between 7 and 8, 8 and 11, and 9 and 10 rows of body
spines, respectively. Cervical sacs 1.09-1.1 (1.09 * 0.007.n =

Ultrastructural comparison among caudal region of males of 3 species of the genus Grathostoma. Gnathostoma lamothei n. sp. (A);
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FIGURE 4. Gnathostoma lamothei n, sp., parasite of raccoons from Mexico. (A) Male, anterior region showing cephalic bulb and body spines
at neck and cervical papilla levels; Bar = (0.5 mm, (B) Spicules, Bar = 0.2 mm.

2) (1.1) long. Vulva opening at 10.9-11.4 (11.14 + 0,25, n =
3) (10.86) from anterior extremity. Unipolar eggs 0.056-0.064
(0.59 £ 0.002, n = 15) (0.59) long, 0.035-0.038 (0.037 =
0.001, n = 15) (0.38) wide, with thickened shell at pole. Nu-
merous irregularly distributed pits on surface of eggshell. Anus
0.22-0.36 (0.28 = 0.071, n = 3) (0.36). Caudal extremity ta-
pering to rounded apex.

Taxonomic summary

Type host: Procyon lotor hernandezii Wagler 1831,

Site of infection.: Stomach, partially embedded in the gastric
wall.

Type localiry: Laguna Herrera (18°39728"N, 95°40'25"W),
Tlacotalpan, Veracruz, Mexico.

Other locality: Rio Sapo (18°16'54"N, 96°38’'03"W), San José
Independencia, Qaxaca, Mexico.

Other records: P. lotor hernandezii, Tlacotalpan, Veracruz,
Mexico, originally reported as G. procyonis (Almeyda-Artigas
et al., 1994; Ledn-Régagnon et al., 2005) and as Grathostoma
sp. I (Almeyda-Artigas et al., 2000a, 2000b). Specimens of G.

neoprocyonis of P. lotor hernandezii from Tlacotalpan City, La
Laguneta Lagoon, Veracruz, Mexico, deposited in the USNPC
with the accession numbers 088149.00 (male), 008150.00 (fe-
male), and 0.088151.00 (male and female), correspond to the
new species.

Holotype: CNHE 4735 (male).

Allotype: CNHE 4421 (female).

Paratypes: CNHE 5232 (2 females,
095893.0 (female).

Etymology: The species is named after Dr. Rafael Lamothe
Argumedo in recognition of his contribution to the knowledge
of gnathostormniasis in Mexico.

1 male); USNPC

Remarks

In accordance with Almeyda-Artigas (1991) and Miyazaki
(1991), Grathostoma includes 11 species: Gnathostoma amer-
icanum Travassos, 1925, distributed in South America, infecting
felids (Travassos, 1925); G. binucleatum, in Mexico and South
America, infecting felids and canids (Almeyda-Artigas, 1991;
Almeyda-Artigas et al., 2000a); Grathostoma doloresi Tuban-
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FIGURE 5.

as well as esophagus divided in anterior muscular and posterior glandular sections. CP = cephalic papilla; ExP = excretory pore. Bar = 0.2 mm.

(B) Caudal extremity of male; alae with 4 pairs of lateral, pedunculate papillac (2 precloacal and 2 postcloacal) and 4 pairs of umbilicated ventral
papillae (1 precloacal, 1 adcloacal, and 2 postcloacal). Bar = 0.2 mm.

gui, 1925, in Asia, parasitizing swine; Gnarhostoma hispidum
Fedtschenko, 1872, from domestic and wild swine in Asia and
EBurope (Miyazaki, 1991); Gnathostoma malaysiae Miyazaki
and Dunn, 1965, from 2 species of rodents in Thailand and
Malaysia (Myazaki and Dunn, 1965); G. miyazakii Anderson,
1964, from otters in Canada (Anderson, 1964); G. procyonis,
from raccoons and skunks in the United States (Chandler,
1942); Gnathostoma nipponicum Yamaguti, 1941, from weasels
in Japan (Yamaguti, 1941); Gnathostoma spinigerum Qwen,
1836, from canids and felids in Asia; G. turgidum from mar-
supials in the Americas (Miyazaki, 1991); and Gnathostoma
vietnamicum Le-Van Hoa, 1965, from otters in Vietnam (Le-
Van Hoa, 1965).

The new species differs from all other congeners by having
roundish bosses located between cuticular transversal striations
in the posterior half of the body instead of spines. Particularly,
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Gnathostoma lamothei n. sp., parasite of raccoons from Mexico. (A) Female, anterior region showing cervical sacs and ballonets,

G. lamothel is distinguished from G. americanum, G. nippon-
fcum, G. turgidum, and G. viemamicum because these species
lack cuticular ornamentation in the posterior region of the body
surface. In addition, it differs from G. americanum and G. tur-
gidum, since both species possess bipolar eggs instead of uni-
polar eggs as the new species. Gnathostoma vietnamicum can
be differentiated from G. lamothei by the general shape of body
(cylindrical in the new species and widened in the posterior
region in G. vietnamicum), as well as by the number of rows
of cephalic hooks (1416 in the Vietnamese species vs. 8-9 in
the Mexican species), It differs from G. turgidum because the
spines covering the region between the cephalic bulb and the
cervical papillae present 8-11 points, while in the new species,
they show only 3—6 points.

Likewise, G. lamothel differs from G. nipponicum in the
shape of those spines; in this Japanese species, some spines are
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bifurcated, with 2 or 3 points in each branch, while in G. la-
mothel, they never bifurcate. Tn addition, G. nipponicurm was
found in the esophagus, forming tumnors located 2-3 cm apart
from the stomach, while the new specics is partially embedded
in the gastric wall.

The entire body surface is covered with spines in the 7 re-
maining species, while in G. lamothei, the posterior half of the
body surface possesses tiny roundish bosses. Moreover, G. do-
loresi and G. malaysiae can be distinguished from the new spe-
cies by having an eggshell provided with a caplike swelling in
both poles, while in G. lumothei, the cggs are unipolar. Gna-
thostoma hispidum also differs from (. lamorthei by having bi-
fid spines at the esophageal region, while in the new species,
these spines have 3 principal points and 1-3 secondary points.

Gnathostoma lamothei ditfers from G. binucleatum and G,
spinigerum by the shape, density, and spatial arrangement of
individual spine types. In the new species, spines posterior to
the neck are not as dense as in the other 2 species (Fig. 1B).
In addition, spines at this level in G. binucleatum are mostly
bifid, while in G. lamothei, they have 3—-6 points. Likewise, at
the cervical papilla level, spines of G. lamothei posscss 4-6
points, while in G. binucleatum and G. spinigerum, the number
of spine points in this region is 3 (Scholz and Ditrich, 1990;
Almeyda-Artigas, 1991).

The presence of roundish bosses in the posterior part of the
body is a common trait between G. miyazakii and G. lamothei;
however, in G. miyazakii, these structures are present only in
males, while in the new species, they are present in both sexes.
Likewise, in G. lamothei, bosses are arranged in several rows
between cuticular striations along surfaces of the posterior re-
gion, except for the caudal region, where spines are present; in
contrast, males of G. miyazakii show transverse rows of bosses
and lack spines in the caudal region (Anderson, 1964). In ad-
dition, the presence of a terminal digitiform appendage in males
and a relatively long tapering tail in females of G. miyazakii
distinguishes them from G. lamothei.

Finally, G. lamothei most closely resembles G. procyonis.
Notwithstanding, the Mexican species differs from Chandler's
species in several characters: (1) the right spicule is smaller in
G. lamothei than in G. procyonis (1.32-1.41 vs. 1.8-2.95, re-
spectively), representing 8.9 and 13.1% of body length, respec-
tively; (2) the density of spines posterior to the neck and at the
cervical papilla level is smaller in the new species than in G.
procyonis (Fig. 2B, C, respectively); and (3) in the posterior
half of the body of G. procyonis, spines have their points re-
duced to short terminal prongs, which then become shortened
and fused into continuous serrated ridges at the base. In G.
lamothei, the posterior half of the body is covered with rows
of roundish bosses located between cuticular transversal stria-
tions, i.e., lack of spines (see Fig. 2C).

A 621-bp-long fragment (including the 5.8S and the ITS2 of
the tDNA) was amplified. The sequence is available in Gen-
Bank with accession AY818004. The ITS2 sequence of the new
species (513 bp) was compared with those of G. binucleatum,
G. turgidum, and Gnathostoma sp. | (GenBank Z97172). It was
impossible to unambiguously align the sequence of G. lamothei
with the sequences of G. binucleatum and G. turgidum because
of the large amount of divergence among them (<50%). Align-
ment of the sequence of G. lamothei with the sequence of Gra-

thostoma sp. 1 (Almeyda-Artigas ct al., 2000a) resulted in
99.2% of similarity.

DISCUSSION

Almeyda-Artigas ct al. (1994) recovered G. procyonis in Tla-
cotalpan, Veracruz, in P. lotor hernandezli. These authors found
slight morphological differences in the specimen that they col-
lected in Mexico (1 mature female), compared to the original
description of G. procyonls. These differences consisted of the
presence of transverse rows of ‘‘bosses” in the posterior half
of the body in the Mexican material, instcad of continuous ser-
rate ridges (as described for G. procyonis, see Chandler [1942]).
Notwithstanding, Almeyda-Artigas et al. (1994) concluded that
the diagnosis of that female specimen “‘completely fit those
given by Chandler (1942) and Miyazaki (1960) for G. pro-
cyonis.”” Subsequently, Almeyda-Artigas et al, (2000a, 2000b)
conducted comparative studies of ITS2 sequences of the rDNA
of species of Gnathostoma and concluded that previous records
of G. procyonis in Mexico correspond to an undescribed spe-
cies, referring to it as ““Gnrathostoma sp. 1.”" This material was
deposited by Almeyda-Artigas in USNPC, under the name G.
neoprocyonis. The sequence of the ITS2 of G. lamothel ob-
tained in this study shows 99.2% similarity compared to the
sequence of Gnathostoma sp. 1 (=G. neoprocyonis). This
amount of variation is equivalent to that found arnong individ-
uals of other species of Gnathostoma (Almeyda-Artigas et al.,
2000a, 2000b; Ledn-Régagnon et al.,, 2002, 2003; Kifune et al.,
2004); therefore, the specimens referred to as Gnathostoma sp.
I by Almeyda-Artigas et al. (2000a, 2000b) parasitizing P. lotor
hernandezii in Tlacotalpan, Veracruz, actually correspond to G.
lamothei. To our knowledge, no description of G. neoprocyonis
has been published. However, morphometric traits obtained
from this material (USNPC 088149, 088150, and 088151.00)
exactly fit the diagnosis of the new species described herein.
For this reason, G. neoprocyonis is relegated to the status of
nomem nudem.
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