UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA
SISTEMATICA

ESTUDIO FILOGENETICO Y HELMINTOLOGICO DE LITHOBATES MEGAPODA
EN EL ESTADO DE JALISCO

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
MARIA GUADALUPE VELARDE AGUILAR

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. VIRGINIA LEON REGAGNON
INSTITUTO DE BIOLOGIA
COMITE TUTOR: M EN C LUIS GARCIA PRIETO
INSTITUTO DE BIOLOGIA
DR. OSCAR ALBERTO FLORES VILLELA
FACULTAD DE CIENCIAS

MEXICO, D.F. SEPTIEMBRE, 2014



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UN/M COORDINACION

POSGRMDO
Ciencias Ealééicas

Dr. Isidro Avila Martinez
Director General de Administraciéon Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en la reunion del Subcomité por Campo de Conocimiento Biologia
Evolutiva y Sistematica del Posgrado en Ciencias Bioldgicas, celebrada el dia 19 de mayo de 2014,
se aproba el siguiente jurado para el examen de grado de MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
de la alumna VELARDE AGUILAR MARIA GUADALUPE con numero de cuenta 512026628 con
la tesis titulada “Estudio filogenético y helmintolégico de Lithobates megapoda en el estado
de Jalisco”, realizada bajo la direccion de la DRA. VIRGINIA LEON REGAGNON:

Presidente: DR. LUIS ENRIQUE EGUIARTE FRUNS

Vocal: DR. GERARDQ PEREZ PONCE DE LEON

Secretario: DR. OSCAR ALBERTO FLORES VILLELA

Suplente: DR. ALEJANDRO FRANCISCO OCEGUERA FIGUERCA
Suplente: DR. ALEJANDRO ZALDIVAR RIVERON

Sin otre particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, D.F., a 13 de agosto de 2014.

DRA. MARIA DEL CORO ARIZMEND! ARRIAGA
COORDINADORA DEL. PROGRAMA

¢ c.p. Expediente del (1a} interesado (a)

Unidad de Posgrado * Coordinacion del Posgrado en Ciencias Biologicas Edificio B, Jer. Piso, Circuito de Posgrados Cd. Universitari
Delegaci6n Coyoacdn C.P. 04510 México, D.F. Tel. 5623 7002 http://pcbiol posgrado.unam.mx



AGRADECIMIENTOS

Al Posgrado en Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional Auténoma de México

(UNAM), por todas las facilidades prestadas durante la realizacion de esta tesis.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por la beca otorgada para la

elaboracion de este trabajo.

Este proyecto se llevo a cabo gracias al financiamiento del Programa de Apoyo a
Proyectos de Investigacion e Innovacion Tecnoldgica (PAPIIT): IN203911 y
IN209414.

Al apoyo financiero PAEP 2013, gracias al cual se presentaron avances de este
proyecto en el 3er Congreso Nacional sobre la Investigacion de Anfibios y Reptiles de

la Asociacion para la Investigacion y Conservaciéon de Anfibios y Reptiles, A. C.

A la Red Tematica del Codigo de Barras de la Vida (MEXBOL) por el apoyo financiero

otorgado para asistir como ponente a la 2da Reunion Nacional de la Red.

Deseo expresar un agradecimiento muy especial para la tutora principal de esta tesis,
la Dra. Virginia Le6n Régagnon, por todo el apoyo, asesoria y aprendizaje recibido en

todo momento.

Agradezco mucho al M. en C. Luis Garcia Prieto y al Dr. Oscar A. Flores Villela,
miembros del comité tutoral, por toda la asesoria y ayuda recibida a lo largo de este

proyecto.



AGRADECIMIENTOS A TiTULO PERSONAL

Al Dr. Victor Sanchez Cordero, director del Instituto de Biologia (IB) de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM), por permitirme el uso de las instalaciones
(Laboratorios, Secuenciador Automatico, Microscopio electréonico etc.).

A la Coleccion Nacional de Helmintos (CNHE) del Instituto de Biologia por todas las
facilidades que prestaron para que se realizara este trabajo de investigacion.

A todas las personas que son parte del Posgrado en Ciencias Biologicas por su ayuda
durante este proceso, de manera muy especial a Rocio por su amable atenciéon en todo
momento.

Me siento infinitamente agradecida con la Dra. Virginia Leon, directora del presente
trabajo, por todo el apoyo que he recibido de ella desde el primer dia que la conoci, por
haberme brindado la confianza y la oportunidad para participar con ella en tantos
proyectos. Es un honor haber sido estudiante de una persona tan profesional, tan
apasionada de su trabajo, con ideas tan brillantes y desde luego un gran ser humano.

Al M. en C. Luis Garcia Prieto por su asesoria en la identificacion de Céstodos, por ser
tan amable y paciente al compartir sus conocimientos conmigo y estar siempre dispuesto
a ayudarme. También agradezco su colaboracion en el depésito y préstamo de ejemplares
de la CNHE, muchas gracias por todo Luis, eres una persona muy valiosa para la CNHE.

Mi mas sincero agradecimiento a los miembros del jurado: Dr. Luis E. Eguiarte Fruns,
Dr. Gerardo Pérez Ponce de Leon, Dr. Oscar A. Flores Villela, Dr. Alejandro F. Oceguera
Figueroa y Dr. Alejando Zaldivar Riveron por los valiosos comentarios y sugerencias que
enriquecieron este trabajo.

Agradezco enormemente a las personas que me ayudaron en la recolecta de hospederos y
de helmintos: Rodolfo Pérez, Angélica Najar, Angeles Romero, Alejandro Oceguera, Javier
Alcantar, Ricardo Salas, Magdalena Velarde, Ricardo Salazar y Eugenia Aguilar. También
agradezco a los sefiores Juan de Villa Corona y Juan de Jamay, Jalisco, por ayudarme en
la recolecta de ranas. Muchas gracias a todos, sin su valiosa ayuda no hubiera sido
posible realizar este proyecto.

A la M. en C. Berenit Mendoza Garfias, del Laboratorio de Microscopia Electronica del 1B,
por la asesoria, ayuda y servicios prestados en el procesamiento de material y obtencion
de microfotografias de microscopia electronica de barrido.

A la M. en C. Laura Marquez del Laboratorio de Biologia Molecular del IB, por su amable
asesoria y apoyo brindados en la amplificacion y secuenciacion del material de la
presente tesis.

A la Universidad de Colima por permitirme el uso de sus instalaciones durante la
realizacion de este proyecto.

Al Dr. Jesus Lara Chavez del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de
Colima, porque amablemente nos ha dado hospedaje en su laboratorio.

Al Biol. Ricardo Aguilar Alonso, curador del Museo de Paleontologia de Guadalajara por
su ayuda y colaboracion en el deposito de ejemplares de ranas en la coleccion 6sea.

Agradezco a todos mis profesores de posgrado por todo el valioso conocimiento que me
brindaron, gracias al cual fue posible realizar este trabajo de investigacion.



Quiero agradecer a Gela Romero, por su valiosa ayuda durante la recolecta de los
helmintos de este trabajo, por tanta ayuda que he recibido de ella desde que la conozco
en diferentes aspectos desde académicos hasta personales, por tener ser tan buena
companera y amiga. Y por todos los buenos momentos y risas que hemos compartido.

Agradezco a la Dra. Rosario Mata por su amable ayuda en todas las cosas que he
necesitado, y por llevar a cabo proyectos conmigo, muchas gracias Chayo estoy segura
que seguiremos trabajando juntas por mucho tiempo.

Mi agradecimiento para el Dr. Alejandro Oceguera por la buena compania, charlas
agradables y conocimiento compartido conmigo, y por ver a la ciencia de una manera
visionaria...

Agradezco especialmente a Horacio por su ayuda en todas las etapas de este proyecto,
por los buenos y agradables momentos que vivimos, y por hacerme ver la vida y las cosas
desde una perspectiva tinica.

Compaieros lab de helmintologia: David Osorio, Gela, Aline, Sonia, David, Rodolfo,
Javier, Jorge, Lore, Ulises, Rogelio, Carlos, Aldo, Amalia, Cristy, Ricardo, Nayeli, Lety,
Alejandro, Janete, Angie y Antonieta, por ser tan buenos companeros, siempre con la
disposicion de ayudar a quien lo necesite, y por brindarme una buena compania en todo
momento.

Viejos amigos: A mis queridos amigos con los que he compartido tantas ideas, tantas
conversaciones, tantos buenos momentos, por siempre escucharme y estar ahi para mi
cuando lo necesito, mi gracias de todo corazéon, saben que tienen todo mi carifio: Mer,
Ricky, Xochitl, Cindy, Gilda, Domingo, Joel y Carolina.

Familia: Agradezco a mi amorosa familia por todo el apoyo que recibo de ustedes todos
los dias de mi vida, por ayudarme y acompanarme en este proyecto de vida y hacer mi
estancia en esta tierra muy agradable.

La vida me ha concendido la oportunidad de agregar nuevos miembros a mi familia y de
vivir muchas experiencias muy lindas con ellos, es por esto que también agradezco a mis
hermanos y sobrinos. Muchas gracias por brindarme el carifio y calor de una familia, y
en tan poco tiempo convertirse en personas tan importantes en mi vida: Eduardo, Edith,
Lalito, Cristian, Saul, Ramén, Cristopher, Yovani, Moénica y Arlet.



DEDICATORIA

Este trabajo te lo dedico a ti mi querida abue Tomasa Velazquez, porque a
pesar que dejaste este mundo hace varios veranos, sigues estando presente en cada
proyecto que llevo a cabo. Te llevaré por siempre en mi mente y mi corazén. Muchas
gracias por haber sido la mejor abue del mundo, nunca pierdo la esperanza de volver
averte...

A mi adorada ma Eugenia Aguilar Velazquez, porque eres un ser muy
comprensivo, amoroso, gentil y uno de los mejores corazones que conozco. Porque
tengo la plena confianza en que puedo contar contigo en todo momento, en cada idea,
cada proyecto, cada decisiéon, cada dificultad. Eres una de las personas mas
importantes en vida, y sin duda la que mas ha influido en todo lo que soy. Puedo
contarte mis ideas e inquietudes y siempre encuentro a una compaflera que mira al
mundo como yo lo hago, con esa pasion revolucionaria y visionaria. Me encanta tu
sentido del humor, siempre hay algo por lo cual sonreir a pesar de las adversidades.
Todo el esfuerzo y dedicacion que implica este trabajo esta dedicado con todo mi
amor para ti. “Nitechtlazohtla Nonantzin (te amo madrecita)”

Este trabajo también esta dedicado a mi hermana Maria Magdalena Velarde
Aguilar (Mer), por ser una de mis personas favoritas y uno de los seres mas
hermosos, agradables, divertidos, sinceros e inteligentes que he conocido. Eres uno
de los mejores regalos que pude haber recibido en esta vida, eres mi inspiracion, mi
motor para seguir adelante y mi compafiera de camino en cada paso que doy, pero
sobre todas las cosas, eres y seras siempre mi mejor amiga. Me siento dichosa de
compartir esta tierra contigo, y de haber vivido tantas cosas hermosas a tu lado,
tantas alegrias, emociones, melancolias, revoluciones, proyectos, aventura. Mi eterno
agradecimiento por apoyarme en todo, por todo el amor y comprension que me has
brindado en todo momento. Te amo mi nifia hermosa.

A mi querido amigo, hermano y cuiiis favorito Ricardo Salazar Navarro, por el
carifio tan especial que te tengo, por todos los grandiosos momentos que vivido
contigo, por todo el aprendizaje de vida que he recibido de ti, por ser un humano tan
visionario, noble, sincero y transparente. Por hacerme parte de tu vida y de tu
corazon, y por alegrar mi vida con tu buen humor y agradable compafiia. Eres un gran
hombre Ricardo, un hombre libre...



iINDICE

LISTA DE CUADROS .....oiiiiiiitiiiiniintiiiiinnieseisnsnnnseeniisssessssssssssessssssssnnes ]|
LISTA DE FIGURAS ...ttt nnssssesss e sssssssnnns v
RESUMEN ...ttt rsssessss s essssssssssssssssssessens 1
ABSTRACT ...ttt ssssasss s s s sssasssesssssssnssses 2
1 INTRODUCCION.......uitircrininisscsenissssssssessssssssssssssesssssssssssssssssanes 3
2 OBJETIVOS.....iiieiiiiiitiiiiiiiniieneiinnneessesieissnesssssssssessssssssssesssssssssees 7
3 ANTECEDENTES GENERALES.......cciiiiiiiiiiiiiitircinnnnrneiinnnenssaennee 8
3.1 Caracteristicas de Lithobates MEGAaAPOAQ ......ceoreeoreeereenseenssrnseensensesssessesssssssessssssseens 8
3.2 Caracteristicas del drea de eStUAIO .....creerreerneerecereeuseesseese e ssese s ss s esseeaseens 9
4 METODOLOGIA GENERAL .......ccooveverereeererereneeesesssesessesssesesssssssesenees 16
4.1 Recolecta de hOSPEAETOS ..ieeeereeeectreeeeesseese e sss bbb ss s 16

SECCION 1. HELMINTOFAUNA

5 ANTECEDENTES ...ttt esnnssssree e sssannns 18
5.1 Registro helmintoldgico de Lithobates Megapoda ..........eoeoneecssenseeeseenseenne 18
6 METODOLOGIA .......coiniircriniicrctessssesesessssesesessssseseseaes 20
6.1 Recolecta de helMINTOS ..coeereeiereerei et et ssses s sss st sess s sasssans 20
6.2 Estudio morfol6gico de helmintos ... seesesssesssessseenns 21
6.3 Estudio molecular de helmMintos ... sesssssseessssssesans 21
6.4 ANALISIS ECOLOZICO wurrvureeeeectreieeeeseesees ettt sess s bbb bs s 24
6.4.1 Caracterizacion de 1S INfECCIONES .......oeroreerorerisierssserssisssesssssisssesssesssesassssanss 24
6.4.2  Andlisis de COMUNIAAUES ....c.oveeereererierererresssersserssersessissssisssesssesissasassssasssssssssssssesassssanss 25
6.4.3  ANGIISIS A€ SIMIIIEUA...cuoeeeereeerirereeriseersesee st sis s ssessssesissasas s ssssssssssssesassssanes 26
7  RESULTADOS.....couiiiiiiiiiiiiinirtiininnnnsnsssnnnssssesiss s ssssasssssssessssssaes 28
7.1 Registro hemintolOGICO ....cuereereeriereieeireeiect ettt ses s 28
7.2 Caracterizacién morfolégica de los helmintos de Lithobates
=T o) o s Lo (TP 29
7.2.1 Phylum: Platyhelminthes GegenbDaur 1859 onerorresseerosserssssissssssssessseses 29
7.2.2  Phylum: Acanthocephala RUAOIPAI 1801 ...eeeereeeeereersneseersecressssessesssessnesans 43
7.2.3  Phylum: Nematoda CODD 1932 ...eeereceseerserssresscsssessessssassesssesssssasssassessessssans 47
7.3 Caracterizacion molecular de los helmintos de Lithobates
=T o) o s Lo (TP 72
7.4 Caracterizacion de 1as iNfECCIONES ...ovueereuneeereeereetreeseeseese et seesess e saseeans 73
7.5 Comunidades de helMINTOS ... sseesse s sesssesssssssssssssasssnns 78
7.5.1 Componente de COMUNIAAA........ocowerreerneererssrisssersssesssesissssisesessssesssesasssssssssssssssssseses 78
7.5.2  INfraACOMUNIAAAES ...cuoeeeeereetrirerrisserseerseerssssisessisssessssesassasissssissssssssessssssassssssssssssssssseses 79
7.6 Andlisis de similitud cuantitativa y cualitativa ..o 80
8  DISCUSION ......oiiriminicrerisisssesesessssse s ssesse s sssssesssass 82



SECCION II. UBICACION FILOGENETICA DE
LITHOBATES MEGAPODA

9 ANTECEDENTES ...ttt sssseesss s sessaassaes 89
9.1 La controversia del género LitNODALES ........eenreeneeeseeeseessneesseesmseessessssssssssseeens 89
9.2 Lithobates megapoda en el contexto de la filogenia de Lithobates

spp. 91

9.3 Caracteristicas de Lithobates MeGapOAQ .........eveerneeenmeernmeesssesssessesssssssssssseeens 91
10 METODOLOGIA ......couviririmiicrcniniscseseesssessessssssssssessssens 94
10.1 Analisis genético de Lithobates megapoda de las localidades

L2 TG =T = TP 94
10.2 Analisis filogenético de las especies del género Lithohates........oeenreeennens 97
11 RESULTADOS ... oeeeiiiriiitiiiiininrniiinnnirsseiisssssssssssssssssssssssssseenes 102
11.1 Analisis genético de Lithobates MegapOda ... enmeenmeessesseesmssessssssesens 102
11.2  Andlisis filogenético del género LitNODALES .......eeereeeneernmeesssesmseesssesssessenens 103
12 DISCUSION.....cotuimiricrcrinissssessesesssssssessssssssssssssssssssssssssssnes 108
13 CONCLUSIONES ....couiiiriiiiiiinntttniinnnirnseisnnessseecsss s ssssesssssseenns 113
14  BIBLIOGRAFIA ......oeoeeterereeeetetereeceesese e sesesesesessssesssessssssesssssensans 115
15 APENDICES....cctimiiicreriniissestsessssssssessssssssssssssssssssssssssssssnns 127
15.1 Apéndice I. Tincién con Paracarmin de Meyer.......eeereereesseessenens 127
15.2 Apéndice II. Aclarado con Glicerina-etanol ........eeeeeereeseesseessenens 127
15.3 Apéndice III. Andlisis genético de RRADAIAS SPP.ceurerreerreerreermmerssmermseesmssesseessenens 128

11



LISTA DE CUADROS

Tabla 1. Localidades de recolecta de L. megapoda.

Tabla 2. Registro helmintolégico de L. megapoda.

Tabla 3. Helmintos caracterizados molecularmente en el presente
estudio.

Tabla 4. Oligonucleotidos utilizados en el presente estudio para
amplificar la region COI del Cédigo de Barras en Helmintos.

Tabla 5. Helmintofauna de L. megapoda de las tres localidades del
presente estudio.

Tabla 6. Comparacion morfométrica de algunas Ophiotaenia spp.

Tabla 7. Caracterizacidn de las infecciones de helmintos registrados
en L. megapoda del Lago de Atotonilco, Jal.

Tabla 8. Caracterizacion de las infecciones de helmintos registrados
en L. megapoda del Lago de Cajititlan, Jal.

Tabla 9. Caracterizacidn de las infecciones de helmintos registrados
en L. megapoda del Lago de Chapala, Jal.

Tabla 10. Componente de comunidad de helmintos de L. megapoda
en las tres localidades del presente estudio.

Tabla 11. Estructura de las infracomunidades de helmintos de L.
megapoda en las localidades del presente estudio.

Tabla 12. Patrones de similitud cualitativa y cuantitativa entre las
localidades estudiadas.

Tabla 13. Muestras de L. megapoda caracterizadas molecularmente.

Tabla 14. Oligonucleotidos utilizados en el presente estudio para
amplificar la region 12S ARNTr, el gen ARNt-Val y una region parcial
de 16S ARNr mitocondriales.

Tabla 15. Relacion de las secuencias del 12S ARNr-ARNt val-16S
ARNr publicadas en Hillis y Wilcox (2005), utilizadas en el presente
trabajo

Tabla 16. Relacion de las secuencias obtenidas en GenBank no
incluidas en Hillis y Wilcox (2005).

Tabla 17. Secuencias de Rhabdias spp. utilizadas en el presente
estudio obtenidas de Martinez-Salazar (2008).

II1

16
19

22

23

28
39

74

75

76

78

79

81

94

95

98

100

129



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.
Figura 10

Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.
Figura 21.
Figura 22.
Figura 23.
Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.
Figura 29.
Figura 30. Curva de acumulacién de las especies L, megapoda en la

Rango de distribucion de L. megapoda.

Lago de Atotonilco.

Lago de Cajititlan.

Lago de Chapala.

Mapa de las localidades estudiadas en el estado de Jalisco.
Microscopia 6ptica de Glypthelmins quieta.

Desarrollo y transmision de Glypthelmins quieta.
Microscopia 6ptica de Ophiotaenia sp.

Microscopia 6ptica de Ophiotaenia sp.

. Desarrollo y transmision de Ophiotaenia filaroides.
Polymorphidae gen. sp.

Desarrollo y transmision de la familia Polymorphidae.
Microscopia electronica de barrido de Eustrongylides sp.
Microscopia 6ptica de Eustrongylides sp.

Desarrrollo y transmision de Eustrongylides spp.
Filograma de NJ con secuencias de COI de Rhabdias spp.

Microscopia Electronica de Barrido de Rhabdias n. sp.
Microscopia 6ptica de Rhabdias n. sp.

Desarrollo y transmision de Rhabdias ranae.
Microscopia electronica de barrido de Contracaecum sp.
Micoscopia dptica de Contracaecum sp.

Desarrollo y transmision de Contracaecum spp.

MEB de Foleyellides striatus, macho.

MEB de Foleyellides striatus, hembra.

Microscopia 6ptica de Foleyellides striatus.

Desarrollo y transmision de Foleyella flexicauda.
Filograma de NJ de la region COI de nematodos.
Filograma de NJ de la region COI de platelmintos.

localidad del Lago de Atotonilco, Jalisco.

Figura 31. Curva de acumulacién de las especies L. megapoda en la

localidad del Lago de Cajititlan, Jalisco.

Figura 32. Curva de acumulacién de las especies L. megapoda en la

localidad del Lago de Chapala, Jalisco.

Filograma de NJ con secuencias parciales de ITS/5.8S ADNr.

Figura 33. Dendrogramas de UPGMA utilizando el indice de similitud
de Sorensen y el porcentaje de similitud para las localidades
estudiadas.

Figura 34. Especimenes de L. megapoda.

Figura 35. Red minima de haplotipos generada mediante TCS
derivados de secuencias de 12rRNA-tRNAval-16SrRNA.

Figura 36. Arbol de consenso estricto de Maxima Parsimonia de
Lithobates spp.

Figura 37. Arbol filogenético de ML de Lithobates spp.

Figura 38. Arbol filogenético de Inferencia bayesiana de Lithobates spp.

IV

11
13
15
17
33
34
40
41
42
45
46
50
51
52
55
55
56
57
58
62
63
64
68
69
70
71
73
73

74

75

77

81

93

103

105

106
107



RESUMEN

Lithobates megapoda (Amphibia: Anura) es un ranido endémico de México,
predominantemente acuatico que habita y se reproduce en lagos, rios y cuerpos de
agua permanentes en los estados de Nayarit, Jalisco, Michoacan y Guanajuato, ha sido
alimento para los pobladores locales desde la época prehispanica. Sin embargo, a
pesar de la importancia biologica y econdmica de este anuro, atin no ha sido sujeto de
estudios helmintoldgicos sistematicos, y tampoco se conoce su posicidn filogenética
dentro del género Lithobates. En el presente estudio se recolectaron un total de 30
individuos de L. megapoda provenientes de los Lagos de Chapala, Atotonilco y
Cajititlan en el estado de Jalisco, y se realizd la caracterizacion morfoldgica y
molecular de su helmintofauna y también se realizé un analisis ecoldgico a nivel de
componente de comunidad e infracomunidades. La helmintofauna de L. megapoda
consistio6 en: Polymorphidae gen. sp. (Acantocephala); Glypthelmins quieta
(Trematoda); Ophiotaenia sp. (Cestoda); Foleyellides striatus, Rhabdias n. sp.,
Contracaecum sp. y Eustrongylides sp. (Nematoda). Todas las especies registradas
constituyen nuevos registros de localidad, a excepcion de G. quieta de Chapala.
Asimismo, Ophiotaenia sp. y Polymorphidae gen. sp. son nuevos registros de
hospedero y la especie de Rhabdias representa una nueva especie. En cada una de las
localidades domin6é una especie distinta: Foleyellides striatus en Atotonilco,
Eustrongylides sp. en Cajititldn y Contracaecum sp. en Chapala. Estas dos ultimas
especies pueden ser transmitidas al humano (zoonéticas) y su presencia abundante
sugiere que el lago esta eutroficado. Los analisis genéticos de L. megapoda con las
regiones mitocondriales 12S rRNA, tRNA val y 16S rRNA, indican que los individuos
de todas las localidades pertenecen a la misma especie. En el contexto filogenético del
género Lithobates, esta especie pertenece al grupo Lacusirana, propuesto por Hillis y

Wilcox (2005).



ABSTRACT

Lithobates megapoda (Amphibia: Anura) is an endemic aquatic ranid of Mexico that
lives and breeds in permanent lakes, rivers and water bodies in the states of Nayarit,
Jalisco, Michoacan and Guanajuato, and has been a source food for local people since
prehispanic time. However, although the biological and economic importance of this
anuran it has not yet been subject of systematic helminth studies, nor its phylogenetic
position within the genus Lithobates is known. In the present study a total of 30
individuals of L. megapoda from the Lakes of Chapala, Atotonilco and Cajititlan in
Jalisco state were collected and the morphological and molecular characterization of
their helminths was performed, as well as, ecological analysis at component
community and infracommunities levels. The helminth fauna consisted of:
Polymorphidae gen. sp. (Acantocephala), Glypthelmins quieta (Trematoda);
Ophiotaenia sp. (Cestoda); Foleyellides striatus, Rhabdias n. sp., Contracaecum sp. and
Eustrongylides sp. (Nematoda). All registered species are new locality records, except
for G. quieta from Chapala; moreover, Ophiotaenia sp. and Polymorphidae gen. sp. are
new host records and Rhabdias sp. is a new species. In each one of the localities, the
helminth communities were dominated by a distinct species: F. striatus in Atotonilco,
Eustrongylides sp. in Cajititlan and Contracaecum sp. in Chapala, the latter two may be
transmited to humans (zoonotic) and the abundant presence of them suggest that the
habitat is highly eutrophicated. Analysis of the DNA mitochondrial regions 12S rRNA,
16S rRNA and tRNA val, indicates that individuals from all localities belong to the
same species. In the phylogenetic context of genus Lithobates, this species turns out

to be part of the group Lacusirana proposed by Hillis and Wilcox (2005).



1 INTRODUCCION

Los parasitos estan entre los organismos mas exitosos y sofisticados del mundo,
pueden transformar los cuerpos de otras criaturas en lugares habitables, pueden
evadir al sistema inmune, e incluso pueden alterar el comportamiento y fisiologia de
sus hospederos, gracias a estas caracteristicas podria decirse que el parasitismo es
una de las estrategias de vida mas extendida en la naturaleza (Marcogliese, 2004).

Los parasitos han evolucionado independientemente en numerosos linajes
animales, por lo que no constituyen un grupo natural, de manera que no existen
caracteristicas consistentes que puedan definir al “grupo”. Tradicionalmente las
definiciones de parasito se han basado en algin aspecto ecoldgico de la relacion
parasito-hospedero, ya sea por la forma de alimentacion y la dependencia metabdlica,
la especificidad por el habitat que ocupan en sus hospederos, lo que deriva en cierto
grado de adaptacion estructural, o bien por el dafio que causan, sin llegar a la muerte
del hospedero (cuando el dafio al hospedero invariablemetne causa la muerte, se le
denomina parasitoide) (Poulin, 2006).

Existen muchas otras variantes de esta definicién, por ejemplo Price 1980
incluye a los insectos fitopatégenos como parasitos, pero excluye a las moscas que
succionan sangre. Bernard 1990 nombra a los parasitos de acuerdo a su
comportamiento, como el caso de muchas aves que no son fisioldgicamente
dependientes de sus hospederos pero los explotan de otras maneras, por ejemplo
robando su comida. Combes 2001 incluso incluye a fragmentos de ADN como
entidades parasitas (ver en Poulin, 2006).

El estudio de los parasitos es particularmente importante para entender y
conocer mejor la diversidad de los animales y lo que la causa, por al menos dos
razones. Primero, las multiples transiciones independendientes al parasitismo
permite a los investigadores el estudio de los procesos evolutivos (en lo referente a
las tasas de especiacién y diversificacion), en varios grupos monofiléticos con estilos
de vida similares, esto podria descubrir tendencias evolutivas generales, de manera
mas sencilla que con el estudio de los animales de vida libre. De igual manera existe
mucha evidencia de que la especiacion simpatrica puede ser mas comun en la
diversificacion de los linajes de parasitos. Los parasitos por tanto, pueden ser
modelos biolégicos ideales para el estudio de la especializacion ecoldgica,

mecanismos de especiacidn y diversificacion. En segundo lugar, desde el punto de



vista de la salud publica, varios parasitos podrian haber colonizado al humano a
partir de animales silvestres o domésticos. La comprension del fenémeno que facilita
la transferencia de hospederos, su subsecuente especiacion y diversificacion, es por
tanto de gran relevancia (Poulin y Morand, 2001).

Las interacciones ecoldgicas de los parasitos a menudo son dificiles de observar,
muchos viven sus vidas en secreto, invisibles para el mundo exterior, pero en intimo
contacto con su hospedero. Salvo algunas notables excepciones (por ejemplo, las
tenias), los parasitos también tienden a ser muy pequefios. Puede ser entonces facil
suponer que puesto que los parasitos son por lo general poco visibles, son menos
importantes en la ecologia de las comunidades, en comparacion con los organismos
de vida libre (Preston y Johnson, 2010). Sin embargo, los avances en el campo de la
ecologia de las enfermedades han revelado que los parasitos no soélo son
ecologicamente importantes, sino que a veces pueden ejercer influencias que igualan
o rebasan a las de los organismos de vida libre en la conformacidn de la estructura de
la comunidad (De Meelis y Renaud, 2002).

Actualmente se reconoce que los parasitos influyen en el comportamiento del
hospedero, en su estado fisico, y pueden regular el tamafio de las poblaciones, a veces
con efectos profundos en las redes troficas e interacciones troéficas, la competencia y
la diversidad de las especies clave. Estas interacciones sugieren que los parasitos son
componentes integrales en la conformacion de la estructura de la comunidad y del
ecosistema (Preston y Johnson, 2010).

La relacidon tan estrecha que algunos parasitos -como los helmintos- forman con
sus hospederos, los convierten en una herramienta muy util para dilucidar redes
tréficas en los ecosistemas, ya que podemos saber quién se come a quién, conociendo
el ciclo de vida del helminto, asi como los hospederos intermediarios y definitivos que
intervienen. Esto también nos puede brindar informacion acerca de la riqueza de los
vertebrados e invertebrados de un habitat en particular. De igual manera, la ausencia-
presencia de ciertos helmintos puede indicar alteraciones ambientales (Marcogliese,
2004).

El conocimiento de la diversidad de parasitos que habitan nuestro planeta es de
suma importancia a fin de que puedan brindarnos toda la informacién anteriormente
mencionada, sin embargo, hoy en dia es imposible saber cuantas especies existen, por

diversas razones: Los parasitos solo se describen despues de que sus hospederos han



sido identificados cientificamente, y aun estamos lejos de poder conocer a todas las
especies de vida libre que habitan en nuestro planeta. Ademas, aun cuando la especie
de hospedero sea bien conocido, algunos poseen un tamafio muy pequefio por lo que
podrian pasar desapercibidos muy facilmente (Poulin y Morand, 2001).

Por otro lado, una especie de parasito puede estar presente en varias especies
de hospedero, pero con pequefias diferencias morfologicas en cada hospedero, esta
variacién fenotipica ha sido observada en varias especies de helmintos, y podria
ocasionar que una sola especie sea dividida en varias. Contrariamente, varias especies
distintas pueden ser agrupadas en una sola. O bien, se pueden encontrar los estadios
larvarios, pero su identificaciéon a nivel especifico ocurrira, en la gran mayoria de los
casos, hasta que se cuente con el adulto (Poulin, 2001).

Estos problemas se han visto matizados con la utilizacion de caracteres
moleculares, como lo son los cédigos de barras genéticos, los cuales han demostrado
ser utiles para muchos grupos, incluyendo helmintos en la deteccion de especies
cripticas, de morfotipos y para ligar estadios larvarios con adultos (Velarde-Aguilar,
2011; Prosser et al., 2013; Alcantar-Escalarea et al., 2013). No obstante, actualmente
no se cuenta con una base de datos robusta para estos organismos, pero en la medida
en que se vayan incorporando mas datos, se espera que la identificacion de helmintos
pueda realizarse de manera cada vez mas rutinaria, rapida y sencilla.

La biodiversidad de parasitos en México se conoce poco, particularmente para
anuros, dado que solo se han estudiado 51 de las 361 especies de este grupo que
habitan en el pais; en dichos hospederos se tienen registradas 151 especies de
helmintos, pero se estima que el nimero de especies que restan por describir
asciende a unas 830 (Pérez-Ponce de Leon et al., 2002; Paredes-Leon et al., 2008).

En México uno de los géneros mas diversos de anuros, en cuanto al nimero de
especies es Lithobates (=Rana) con 27 especies descritas y otras tantas identificadas
molecularmente pero no descritas formalmente. De este género se han estudiado las
las relaciones filogenéticas de casi todas las especies formalmente descritas, pero
todavia quedan algunas pendientes como L. megapoda, L. brownorum, L.
chichicuahutla, L. johni, L. lemosespinali y L. pueblae (Hillis y Wilcox, 2005).

Con respecto a los estudios helmintolégicos, de las especies de este género

solo se tienen registros de 15 especies en nuestro pais en las que se han encontrado



predominantemente trematodos y nematodos, con una menor proporcion de
céstodos y acantocéfalos (Paredes-Leon et al., 2008).

Por otro lado, los estudios de los hospederos también forman una parte
fundamental de la parasitologia, ya que a partir de su correcta identificacién y con la
ayuda de hipotesis filogenéticas robustas, se puede documentar la historia de las
asociaciones parasito-hospedero y realizar estudios comparativos de las tasas de
especiacion y coevolucidn en diferentes organismos (Page, 1993).

En el presente trabajo se realizé el registro helmintologico de Lithobates
megapoda en tres localidades del estado de Jalisco. Se analizaron varios aspectos
ecologicos de su helmintofauna, y se hizo un analisis comparativo entre las
localidades estudiadas. Por ultimo se verifico que todos los hospederos recolectados
pertenecieran a la misma especie, y se explord su relacion filogenética con el resto de
las ranas del género Lithobates.

La informacién del presente estudio esta contenida en dos secciones, en la
primera se encuentra la investigacién relacionada con la helmintofauna de L.

megapoda, y en la segunda sus afinidades filogenéticas.



2 OBJETIVOS

Objetivo general:

Estudiar la helmintofauna de L. megapoda en tres localidades del estado de Jalisco, e

investigar sus afinidades filogenéticas.

Objetivos particulares:

[.  Documentar y caracterizar morfologica y molecularmente a la helmintofauna

encontrada.

[I.  Describir y comparar las infracomunidades de helmintos de cada una de las
tres localidades utilizando atributos como abundancia, riqueza, diversidad y

equidad.

[I. =~ Comparar las infracomunidades de L. megapoda de las tres localidades

estudiadas de manera cualitativa y cuantitativa.

IV.  Incorporar a L. megapoda en el andlisis filogenético de las ranas del nuevo

mundo.



3 ANTECEDENTES GENERALES

3.1 Caracteristicas de Lithobates megapoda

Biologia y distribucion

Lithobates megapoda es una especie endémica de México con un rango de
distribucién restringido a los estados de Nayarit, Jalisco, Guanajuato y Michoacan.
Presenta un intervalo de elevacion de 823 a 1,520 msnm (Webb, 1996) (Figura 1).

Esta rana es predominantemente acuatica. Los individuos frecuentan lagos,
estanques y pantanos a lo largo de carreteras y pequefios arroyos en bosque de

matorral y pino-encino (Webb, 1996; Santos-Barrera y Flores-Villela, 2004a).
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Figura 1. Rango de distribucion de L. megapoda. Fuente del mapa: Santos-Barrera y Flores-Villela,
2004a.

Amenazas y conservacion

Lithobates megapoda solia ser una especie comun, pero ha habido un declive en
sus poblaciones, especialmente hacia el sur de su distribucion. Las principales causas
de esto son la contaminacidn del agua, la destruccion y degradaciéon del habitat, asi
como su extraccion para consumo humano (Santos-Barrera y Flores-Villela, 2004a).

Es por esto que dicha especie se encuentra protegida por las leyes mexicanas
bajo la categoria de proteccién especial (Pr) (NOM-059-SEMARNAT-2010) y en la
lista roja de especies amenazadas como especie vulnerable (Santos-Barrera y Flores-

Villela, 2004a).



Importancia cultural y econémica

El consumo de la rana “patona”, como la conocen los pobladores, ha sido una
practica comun desde la época prehispanica. Un estudio antropolégico realizado por
Porcasi (2010), revela que esta especie fue un elemento fundamental en la dieta de
los pobladores riberefios de la laguna de Magdalena en Jalisco y su consumo perduré
tras la llegada de los espafioles, a pesar de la gran cantidad de animales domesticados
que trajeron consigo.

Ademas de la importancia gastrondémica, posiblemente esta rana poseia
también un valor simbdlico para los pobladores mexicanos, puesto que en un
contexto funerario se han encontrado cuentas talladas minuciosamente en forma de
rana y algunas elaboradas en jade, un material muy apreciado por las culturas
prehispanicas (Porcasi, 2010).

Actualmente, la rana patona es utilizada tanto para consumo humano como
para fines medicinales. La venta de esta rana representd durante muchos afios una
fuente importante de empleo para los pobladores locales. Sin embargo, hoy en dia
esta actividad es cada vez menos lucrativa, puesto que la captura y comercializacion

de esta especie esta prohibida (obs. pers.).

3.2 Caracteristicas del area de estudio

El area de estudio forma parte de la region hidrolégica prioritaria No. 58 de
acuerdo al programa de la Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (CONABIO). Este programa tiene como objetivo identificar las
principales subcuencas y sistemas acuaticos del pais, considerando la biodiversidad y
patrones socio-econdmicos para establecer una referencia que pueda considerarse
por diferentes sectores para el desarrollo de planes de investigacion, conservacion,
uso y manejo sostenido (CONABIO, 2012).

Esta region comprende a los siguientes recursos hidricos 1énticos: Lagos de
Chapala, Sayula, Cajititlan, EI Molino, San Marcos, Zacoalco, Atoyac, Atotonilco,
Zapotlan, La Magdalena, Camécuaro, presas Guaracha, Poncitlan, Jaripo, Corona y
Colesio, Ciénega de Chapala, manatiales Los Negritos y La Luz. Los sistemas marcados

en negritas corresponden a los sitios de muestreo de la presente tesis (Figura 5).



Lago de Atotonilco

El lago de Atotonilco fue nombrado sitio RAMSAR en el 18 de marzo del 2006.
La informacién que a continuacion se presenta son de la ficha informativa de los
humedales Ramsar (FIR) (Gomez-Reyna et al., 2005) (Figura 2).
Localizacion: Se encuentra en el occidente de México, en la regiéon neotropical o
Americana, dentro del eje Neovolcanico mexicano. A un nivel mas regional, se
encuentra a 40 Km. al sur poniente de la ciudad de Guadalajara, entre los municipios
de Villa Corona y Zacoalco de Torres en la region Centro del Estado de Jalisco.
Altitud: El intervalo de altitud de la cuenca de Atotonilco es de 1,532 a 2,959 msnm.
La altitud del vaso lacustre es de 1,532 msnm.
Area: El 4rea del lago es de 2,850ha, de las cuales 1,400ha han estado cubiertas de
agua durante el periodo 2004-2005.
Profundidad: La profundidad actual es de 0.5m.
Clima: De acuerdo al Sistema de Clasificacion Climatica de Képpen modificado para
México por E. Garcia 1987 (en Gomez-Reyna et al., 2005), corresponde al grupo de
climas semicalido subhtimedo; en las laderas con bosques de pino-encino el clima es
templado subhiumedo y en las partes elevadas de las montafas el clima es frio. La
precipitaciéon promedio de la Cuenca es de 711mm anuales. Las condiciones de
temperatura anual se encuentran entre los 20.52C con una minima de 52C y una
maxima de 29°C.
Tipos de vegetacion: Con base en la clasificacion de Rzedowsky 1978, se encuentran
bosque de pino-encino, selva baja caducifolia, bosque de encino, bosque de Abies,
pastizal inducido, bosque de pino P. hartweggii, bosque meséfilo, zacatonal y
vegetacion acuatica y semi-acuatica.
Impacto antropogénico: Gran parte de la laguna se encuentra totalmente rodeada
por asentamientos humanos, que rapidamente van cambiando de zonas rurales a
semiurbanas, por lo que la demanda de recursos naturales y espacio va en aumento.
Las principales actividades productivas de zona son ganaderia, agricultura, pesca y
turismo.
Medidas de conservacion: La Universidad de Guadalajara (U de G) principalmente el
Centro Universitario de Ciencias Exactas e Ingenierias (CUCEI), ha formado un grupo
interdisciplinario que se dedica principalmente a desarrollar investigacién para la

rehabilitacion y restauracidon de la cuenca y el lago, y a desarrollar actividades de
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educacion ambiental entre los habitantes de la zona. Actualmente se tienen firmados
convenios para elaborar un plan de manejo de la zona entre el gobierno del municipio
de Villa Corona y la U de G. La importancia y trascendencia de la rehabilitacion de la
cuenca y el lago, han permitido que se considere como uno de los modelos integrales

mas importante en el manejo de cuencas.

=

Figura 2. Lago de Atotonilco. Fotografias por MGVA.

Lago de Cajititlan

El lago de Cajititldan no cuenta con ningun tipo de nombramiento para su
conservacion, a pesar de estar localizado en una de las zonas metropolitanas mas
importantes de México. La informacidn que a continuacion se presenta, salvo algunas
excepciones sefialadas, se tomé de la enciclopedia de los municipios de México
(INAFED, 2005) y de la ficha técnica No. 58 de regiones hidroléogicas prioritarias de la
CONABIO (CONABIO, 2012) (Figura 3).

Localizacion: Este lago se localiza en el municipio de Tlajomulco de Zuniga, mismo

que forma parte de la zona metropolitana de Guadalajara, hacia el suroeste de ésta, en
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la zona centro del estado de Jalisco. Los poblados riberefios de este lago son:
Cajititlan, Cuexcomatitlan, San Miguel Cuyutlan, San Lucas Evangelista y San Juan
Evangelista.

Altitud: 1,554.480 msnm

Area: 1,563ha.

Profundidad: A la mitad del lago la profundidad es de 4m, y en las orillas llega a ser
hasta de 0.5m

Clima: Semiseco con otofio, invierno y primavera secos, y semicalido, sin cambio
térmico invernal bien definido. La temperatura media anual es de 19.79C, con maxima
de 292C y minima de 12.19C. El régimen de lluvias se registra entre los meses de junio
y diciembre, con una precipitacién media de 821.9mm.

Tipo de vegetacion: En el municipio de Tlajomulco hay bosque de encino, pastizales
y selva mediana.

Impacto antropogénico: Los bordes del lago se encuentran poblados y se
desarrollan actividades agricolas, pesqueras, turisticas y comerciales. Esto aunado a
los desechos que el municipio de Tlajomulco vierte en sus aguas, lo hacen un lago
sumamente contaminado con agua turbia, alta concentraciéon de materia organica,
proliferacién de malezas acuaticas y una pobre calidad bacteriolégica. Ademas de la
polucion, el fantasma de la desecacion ronda el lugar debido a las grandes cantidades
de agua que se extraen para el abastecimiento de fraccionamientos aledafios y de la
zona urbana del municipio.

Medidas de conservacion: Existen promotores de la designacion del lago como sitio
RAMSAR, sin embargo, les espera un largo camino por recorrer, puesto que no hay
politicas publicas que frenen la contaminacion del lago. Un ejemplo claro de ello es
que a un afio de su construccidn, la planta tratadora de aguas de Cajitiltan quedd

parada por falta de recursos (Castillo, 2007).
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Figura 3. Lago de Cajititlan. Fotografias por MGVA.

Lago de Chapala

El lago de Chapala es el mas grande de la Republica Mexicana y el tercero en
tamafio en América Latina. Tiene una enorme importancia nivel local por ser
regulador de temperatura, abastecedor de agua y fuente de trabajo y alimento para
cientos de familias riberefias. Y lo es también a nivel global puesto que existe una
importante cantidad de rutas migratorias de aves, provenientes principalmente de
EUA y Canada, que convergen en ese sitio. Fue nombrado sitio RAMSAR el 2 de
febrero de 2009, y la informacién aqui presentada pertenece a la publicada en la
Ficha Informativa de Humedales de Ramsar (FIR) (Gutiérrez-Najera et al, 2008)
(Figura 4).

Localizacion: Se ubica en el occidente de México, al este de Jalisco con 90% de su
superficie y el restante 10% en el noreste de Michoacan, a 50km de la zona
metropolitana de Guadalajara. Los municipios que rodean el lago son Ocotlan, Jamay,
Poncitlan, Chapala, Jocotepec, Tuxcueca, Tizapan en Jalisco, Cojumatlan de Régules,

Venustiano Carranza y Brisefias en Michoacan.
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Altitud: 1,524.60 msnm

Area: La superficie inundada es de 114,659ha.

Profundidad: La profundidad promedio es de 7.7m, aunque es variable; por ejemplo
en las inmediaciones de Jocotepec es de 4 a 5m, en aguas abiertas es de unos 10.9m;
en las riberas del norte y sur entre 3.8y 4.7my al este alrededor de 2.5m.

Clima: El clima esta clasificado como semicalido subhiimedo, con lluvias en verano; la
temperatura promedio anual es de 19.99C. La temperatura maxima es de 302C y la
minima de 92C. La precipitacion anual es de 1,912mm. En la vertiente norte, a los
1,800 msnm y en la vertiente sur hasta 1,760 msnm, se encuentra un clima semiseco
con lluvias en verano, semicalido y sin cambio invernal bien definido. En la vertiente
sur, hasta los 1,800 msnm, se encuentra un clima himedo, con lluvias en verano,
semicalido y sin cambio invernal definido. Las cimas de los cerros del Viejo y Prieto,
dada la altitud, se caracterizan por un clima semifrio.

Tipo de vegetacion: vegetacion acuatica, matorral subtropical, bosque tropical
caducifolio y bosque de encino-pino, ademas de varios tipos de vegetacion inducidos
formando grandes areas de cultivos de frutales como ciruelos, aguacates y mangos,
asi como, chayoteras y cultivos de alfalfa, entre otros.

Impacto antropogénico: La ciénega de Chapala, se caracteriza por ser un gran valle
agricola en donde se siembra principalmente sorgo, alfalfa, trigo, maiz, avena, maiz y
fresa. Ademas actividades pesqueras, pecuarias, turismo, manufactura, comercio,
transporte, servicios, mineria y construccion. Por tal motivo, el lago esta sumamente
impactado por contaminacion de origen doméstico, agricola e industrial, no sélo
provenientes de la region, sino también de las zonas industriales de Toluca y
Querétaro. Ademas, el incremento desproporcionado de las zonas urbanas, que
requieren cada vez mas de recursos naturales, hace que la extraccidon de agua del lago
sea una de las principales amenazas de desecacion.

Medidas de conservacion: Actualmente el lago de Chapala estd inmerso en un
proceso de recuperacion de su vasta cuenca. En marzo de 2010 se dio a conocer el
programa de conservacion y manejo. Este programa esta enfocado en los criterios y
compromisos adquiridos por la convencion Ramsar y considera la proteccion,
manejo, restauracion, conocimiento, comunicacion y gestion de recursos para el lago
de Chapala. Algunos beneficios de este plan serian la cooperacion institucional para el

uso y aprovechamiento sustentable de sus recursos naturales, la obtencion de fondos
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econOmicos nacionales e internacionales, y la capacitacidn para la gestion integral de
los municipios riberefios. Actualmente este programa se encuentra en evaluacion por

parte de la Comisién Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP).

Figura 4. Lago de Chapala. A, Vista del lago (Ocotlan, Jal.); By C, Vista del lago (Jamay, Jal.); D, Rio
en Tizapan el Alto, Jal., a unos cuantos metros del lago. Fotografias por MGVA.
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4 METODOLOGIA GENERAL

4.1 Recolecta de hospederos

Treinta individuos de L. megapoda fueron recolectados durante la temporada de
lluvias, en el periodo del 23 de julio al 9 de septiembre de 2012. La recolecta fue
nocturna entre las 22:00 y 02:00 hrs. en tres lagos del estado de Jalisco (Tabla 1,
Figura 5). Debido al gran tamafio del lago de Chapala, se muestre6 en dos localidades,
una en el municipio de Ocotlan, hacia el norte del lago y otra en el municipio de

Tizapan el Alto hacia el sur del mismo (Figura 4).

Tabla 1. Localidades de recolecta de L. megapoda

Sitio de colecta Lago Coordenadas Altitud Numero de
(msnm) individuos
Villa Corona Atotonilco 20°24.782°N 1,360 12
103°40.842°'W
Cajititlan Cajititlan 20°26.008'N 1,554 5
103°18.807'W
Tizapan el Alto Chapala 20°09.665'N 1,537 3
103°02.217'W
Ocotlan Chapala 20°18.663'N 1,530 10

102°46.440'W

Los hospederos recolectados se mantuvieron en bolsas plasticas, con provision
suficiente de aire, a temperatura templada y el menor tiempo posible antes de
realizar la diseccion.

Lithobates megapoda es una especie bajo proteccion especial, por lo que las
recolectas se realizaron bajo el amparo del permiso de recolector cientifico FAUT-
005, con autorizacion de la Subsecretaria de Gestion para la Proteccion Ambiental,
Direccion General de Vida Silvestre con oficio Num. SGPA/DGVS/02526/12, a nombre
de la Dra. Virginia Ledn Regagnon, con aval para Maria Guadalupe Velarde Aguilar.

Un macho y una hembra del lago de Atotonilco se depositaron en la Coleccion
Osea del Museo de Paleontologia de Guadalajara Federico A. Sol6rzano Barreto, los
cuales serviran como material de referencia para la identificacién de material f6sil. La

hembra tiene el nimero de catalogo MGP-0-123 y el macho MGP-0-124.
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Figura 5. Mapa de las localidades estudiadas en el estado de Jalisco. 1, Lago de Atotonilco, Villa
Corona; 2, Lago de Cajititlan, Cajititlan; 3, Lago de Chapala, Tizapan el Alto; 4, Lago de Chapala,
Ocotlan. Modificado de www.esri.com.
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SECCION |. HELMINTOFAUNA




5 ANTECEDENTES

5.1 Registro helmintolégico de Lithobates megapoda

Son muy escasos los estudios helmintolégicos de este ranido mexicano, ya que solo
se ha colectado en dos localidades del estado de Michoacan (Manantiales de Cointzio y
Lago de Cuitzeo) y una en Jalisco (Lago de Chapala) (Tabla 2).

La helmintofauna de trematodos digéneos asociada a L. megapoda a la fecha consta
de seis especies: Megalodiscus americanus, Gorgoderina attenuata, Haematoloechus
complexus, Glypthelmins californiensis, Glypthelmins quieta y Ochetosoma sp., las cuales
pertenecen a cinco familias. Para el phylum Nematoda se tienen registradas cuatro
especies: Contracaecum sp., Eustrongylides sp., Spiroxys sp. y Foleyellides striatus,
provenientes de cuatro familias.

La unica localidad del presente estudio de la que se tienen registros previos es el
lago de Chapala, con la especie Glypthelmins quieta, reportada por Pérez-Ponce de Ledén
etal (2000).

Los estudios ecoldgicos sobre L. megapoda y su asociacion con helmintos son
nulos. Asimismo en México para nuestro conocimiento, s6lo existen dos estudios
publicados sobre comunidades de helmintos en hospederos del género Lithobates: L.
dunni del Lago de Patzcuaro, Mich. (Garcia-Altamirano, 1993) y L. vaillanti de los
Tuxtlas, Ver. (Paredes-Calder6n, 2004).
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Tabla 2. Registro helmintoldgico de L. megapoda.

Grupo taxonémico

Especie

Sitio de infeccion

Localidad

Registro

TREMATODA
Cladorchiidae
Gorgoderidae
Haematoloechidae

Macroderoididae

Plagiorchiidae

NEMATODA
Anisakidae

Dictiophymatoidae

Gnathostomatidae

Onchocercidae

Megalodiscus americanus
(Chandler, 1923)

Gorgoderina attenuata (Stafford,
1902)

Haematoloechus complexus
(Seely, 1906)

Glypthelmins quieta (Stafford,
1900)

Ochetosoma sp. (metacercaria)

Contracaecum sp. (larva)

Eustrongylides sp. (larva)

Spiroxys sp.

Foleyellides striatus (Ochoterena
& Caballero, 1932)

Intestino
Vejiga urinaria
Pulmones

Intestino

Pared intestinal e
higado

Cavidad corporal,
intestino, mesenterio
Cavidad corporal,
mesenterio, musculo
esquelético
Intestino, mesenterio,
estbmago
Cavidad corporal,
mesenterio

Manantiales de Cointzio, Mich.
y Lago de Cuitzeo, Mich.
Manantiales de Cointzio, Mich.
Manantiales de Cointzio, Mich.
Lago de Cuitzeo, Mich.
Manantiales de Cointzio, Mich.

Lago de Chapala, Jal.

Manantiales de Cointzio, Mich.

Lago de Cuitzeo, Mich.

Lago de Cuitzeo, Mich.

Lago de Cuitzeo, Mich.

Lago de Cuitzeo, Mich.

Pérez-Ponce de Ledn et
al., 2000

Pérez-Ponce de Ledén et
al., 2000

Pérez-Ponce de Ledén et
al., 2000

Pérez-Ponce de Ledén et
al., 2000

Razo et al, 1999; Pérez-
Ponce de Ledén et al., 2000
Pérez-Ponce de Ledén et
al., 2000

Pérez-Ponce de Ledén et
al., 2000

Paredes-Leon et al., 2008

Ramirez-Lezama y
Osorio-Sarabia, 2002

Paredes-Leon et al., 2008

Paredes-Leon et al., 2008

Mich.= Michoacan; Jal.= Jalisco.
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6 METODOLOGIA

6.1 Recolecta de helmintos

Los hospederos fueron anestesiados con aplicacion tépica de clorhidrato de
lidocaina al 2% (20mg/mL), y sacrificados con una sobredosis intracerebral de
pentobarbital s6dico (50mL/Kg de peso).

Cada individuo se diseccion6 ventralmente, se observd la cavidad corporal,
luego se extrajeron las visceras y se separaron por Organo en cajas de Petri
adicionando solucidn salina (0.65% de NaCl) para evitar desecacion. Cada érgano fue
revisado por desgarramiento con agujas de diseccion bajo un microscopio
estereoscopico. El examen incluy6 intestino, higado, rifiones, vesicula biliar,
pulmones, corazén, gonadas, vejiga urinaria y mesenterios, ademas de boca y
musculo. Los helmintos se extrajeron con pinceles finos y se colocaron en solucién
salina al 0.65% (Lamothe-Argumedo, 1997).

Los individuos de cada especie se contaron y luego se fijaron para dos tipos de
analisis: molecular, para el cual se colocaron directamente en etanol absoluto y
morfoldgico, para lo cual se procedi6 a fijar y conservar los parasitos dependiendo
del grupo taxonémico de acuerdo con las técnicas descritas por Lamothe-Argumedo

(1997)

Platelmintos: La solucion salina excedente se retir6 y se adicioné formol caliente al

4%. Posteriormente se colocaron en etanol al 70% a temperatura ambiente.

Nematodos: Se retir6 el exceso de soluciéon y se le agreg6 etanol al 70% caliente.

Posteriormente los organismos se transfirieron a etanol al 70% para su conservacion.
Acantocéfalos: Se colocaron en una caja petri con agua destilada y se refrigeraron a

4°C hasta que evaginaron la proboscis. Una vez ocurrido esto se colocaron en etanol

al 70% para su preservacion.
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6.2 Estudio morfolégico de helmintos

La preparacion de los ejemplares se realizd como lo describe Lamothe-
Argumedo (1997), dependiendo del grupo taxondmico. Para los platelmintos y
acantocéfalos se realiz6 una tincién con paracarmin de Mayer (Apéndice I). Una vez
tefiidos, los platelmintos se montaron en preparaciones permanentes con balsamo de
Canada. Los nematodos pequefios fueron aclarados en preparaciones temporales con
glicerina-etanol 1:1 y los grandes con lactofenol (Apéndice II).

Una vez montados, todos los ejemplares fueron observados bajo el
microscopio 6ptico en busca de estructuras diagnosticas para su identificacion.

Posteriormente, se midieron las estructuras morfolégicas de algunos
ejemplares con el fin de realizar la caracterizacidon de las especies, para lo cual se
utiliz6 un microscopio Optico calibrado y un ocular micrométrico. Algunos
organismos se esquematizaron con una camara clara adaptada al microscopio.

Algunos ejemplares fueron observados con Microscopia Electrénica de
Barrido. Para este tipo de estudio se eligieron los ejemplares conservados en alcohol
al 70%, fueron deshidratados con concentraciones graduales de alcohol hasta llegar a
alcohol absoluto. Los ejemplares fueron subsecuentemente llevados a punto critico
con COz, se montaron, se cubrieron con oro y finalmente se observaron en el
microscopio electrénico de barrido Hitachi® modelo SU1510 del Instituto de Biologia,
UNAM.

La identificacion de los helmintos se realizé con base en claves taxondmicas
relevantes para cada grupo y en descripciones de especies. Ejemplares de todas las
especies de helmintos encontradas en el presente estudio fueron depositados en la

Coleccion Nacional de Helmintos (CNHE), Instituto de Biologia, UNAM.

6.3 Estudio molecular de helmintos

Se procesaron para la obtencién de secuencias de ADN 16 especimenes
asignados a cuatro especies de nematodos, un trematodo y un céstodo. Todos estos
ejemplares fueron recolectados de individuos de L. megapoda procedentes de los
lagos de Chapala, Atotonilco y Cajititlan, todos ellos situados en el estado de Jalisco

(Tabla 3).
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Tabla 3. Helmintos caracterizados molecularmente en el presente estudio.

Especie Localidad No. de individuos
procesados
Nematoda

Foleyellides striatus Lago Chapala (Ocotlan) 1
Lago Atotonilco 1
Lago Cajititlan 1
Eustrongylides sp. Lago Chapala (Ocotlan) 1
Lago Atotonilco 1
Lago Cajititlan 1
Contracaecum sp. Lago Atotonilco 2
Lago Chapala (Ocotlan) 1
Rhabdias n. sp. Lago de Chapala (Ocotlan) 3

Platyhelminthes
Glypthelmins quieta Lago Atotonilco 2
Lago Chapala (Ocotlan) 1
Ophiotaenia sp. Lago Cajititlan 1

Extraccion de ADN total

Se extrajo ADN total de 16 especimenes completos utilizando el kit Wizard SV
Genomic DNA Purification System, de acuerdo con las instrucciones del proveedor
(Promega). EI ADN de los especimenes de gran tamano (Foleyellides sp.,
Eustrongylides sp.y Contracaecum sp.) fue resuspendido en 250 pL de H20 destilada y
los pequefios (Rhabdias n. sp., Ophiotaenia sp. y G. quieta) en 25 uL del mismo

solvente.

Amplificaciéon por PCR y secuenciacion

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo para amplificar el fragmento de
COI utilizado en el Codigo de Barras de la Vida, también llamada region Folmer, con
las siguientes concentraciones finales: Buffer 1 X, 200uM de cada dNTP, 0.4uM de
cada oligonucleoétido, 0.625 U de Amplificasa ® BioTecMol (5 U/uL), 2-3puL de ADN,
MgCl; 2ZmM y H;0 destilada hasta completar un volumen final de 25pL.

Para los nematodos se utilizd el coctel de oligonucledtidos de Prosser et al.,
(2013) (Tabla 4), con los ciclos térmicos siguientes: 942C por 1 min, 5 ciclos de 942C
por 40 s, 452C por 40 s, 729C por 1 min, seguido de 35 ciclos de 942C por 40 s, 51°C
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por 40 s, 729C por 1 min y una extension final de 722C por 5 min. Los amplificados se
observaron en geles de agarosa al 1% y se secuenciaron bidireccionalmente
utilizando M13F y M13R como oligonucleétidos de secuenciacion. La reaccion de
secuenciacion se llevé a cabo de acuerdo al protocolo de BigDye 3.1 Terminator de
Applied Biosystems, con el siguiente programa de amplificacion: 962C por 1 min,
seguido de 35 ciclos de 962C por 10 s, 552C por 5 s, 602C por 2.5 min y una extension
final de 602C por 5 min (Prosser et al., 2013).

Para los platelmintos se utilizaron los oligonucle6tidos de Moszczynska et al.,
(2009) (Tabla 4) con los siguientes ciclos térmicos: 942C por 2 min, seguido de 35
ciclos de 942C por 30 s, 482C por 30 s, 722C por 1 min y una extension final de 722C
por 10 min. Los amplificados se observaron en geles de agarosa al 1%, fueron
secuenciados bidireccionalmente utilizando M13F y M13R como oligonucle6tidos de
secuenciacion de acuerdo al protocolo de BigDye 3.1 Terminator, con el siguiente
programa de secuenciacidon: 962C por 3 min, 35 ciclos de 962C por 10 s, 502C por 5 s,

602C por 4 min y una extension final de 602C por 4 min (Applied Biosystems).

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados en el presente estudio para amplificar la region COI del
Cédigo de Barras en Helmintos. Las colas M13F y M13R estan en negritas y minusculas.

Nombre Secuencia 5°- 3’ Fuente
NemF1_t1 tgtaaaacgacggccagtCRACWGTWAATCAYAARAATATTGG Prosser et al., 2013
NemF2_t1 tgtaaaacgacggccagtARAGATCTAATCATAAAGATATYGG Prosser et al., 2013
NemF3_t1 tgtaaaacgacggccagtARAGTTCTAATCATAARGATATTGG Prosser et al., 2013
NemR1_t1 caggaaacagctatgactAAACTTCWGGRTGACCAAAAAATCA Prosser et al., 2013
NemR2_t1 caggaaacagctatgactAWACYTCWGGRTGMCCAAAAAAYCA  Prosseretal., 2013
NemR3_t1 caggaaacagctatgactAAACCTCWGGATGACCAAAAAATCA Prosser et al., 2013
MPlatCOX1dF tgtaaaacgacggccagtT TWCITTRGATCATAAG Moszczynska et al,
2009

MPlatCOX1dR caggaaacagctatgactGAAAYAAYAIIGGATCICCACC Moszczynska et al,
2009

M13F TGTAAAACGACGGCCAGT Messing, 1993

M13R CAGGAAACAGCTATGAC Messing, 1993

Ademas de las amplificaciones de la region del cédigo de barras (region
Folmer), también se llevaron a cabo amplificaciones de otra region de COI, obtenida
con los primers ]JB3 (5-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3) y JB4.5 (5°-
TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3") (Bowles et al., 1993) para G. quieta, con el fin
de poder ser comparadas con las secuencias disponibles en GenBank para estos

organismos y asi corroborar molecularmente la identificacion de la especie. El
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programa de amplificacion consistié en: 962C por 2 min, 35 ciclos de 94°C por 1
minuto, 459C por 40 sy 722C por 2 min y una extension final de 722C por 10 min. Las
reacciones de amplificacion y secuenciacion se realizaron de acuerdo al protocolo
anteriormente descrito.

Todas las secuencias de helmintos generadas en el presente estudio seran

depositadas en la base de datos de BOLD (http://www.boldsystems.org/).

Andlisis de distancias genéticas

El analisis de distancias genéticas de los fragmentos del codigo de barras se
realizé por el método de Neighbor joining (N]J) usando el modelo de Kimura 2
parametros (K2P) implementado en MEGA version 5 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) (Tamura et al., 2011) y los valores de bootstrap con 1,000 réplicas
se realizo en PAUP* version 4.0b10 (Swofford, 2001).

En el analisis de nematodos se incorporaron tres secuencias de Contracaecum
sp., dos provenientes del Lago de Atotonilco y una de Chapala, tres secuencias de
Foleyellides striatus, provenientes de las tres localidades, y tres secuencias de
Rhabdias n. sp. del lago de Chapala. Como grupo externo se utilizé en nematodo de la
clase Enoplea Platycoma sp. con nimero de accesso a GenBank KC015000.

Para el analisis de platelmintos se utilizaron tres secuencias de Glypthelmins
quieta del Lago de Chapala y una secuencia de Ophiotaenia sp. del lago de Cajititlan.
Como grupo externo se utilizd el trematodo Diplostomum baeri con nimero de

Genbank FJ477194.

6.4 Analisis ecologico

6.4.1 Caracterizacion de las infecciones

La caracterizacidon de las infecciones se realizé utilizando los parametros de
prevalencia, abundancia media, intensidad promedio e intervalo de intensidad, de
acuerdo con Bush et al., (1997).

- Prevalencia: Porcentaje de hospederos infectados por una especie particular
de parasito en una muestra dada.
- Abundancia: Numero promedio de individuos de una especie particular de

parasito por hospedero revisado en la muestra.
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- Intensidad promedio: Numero promedio de individuos de una especie
particular de parasito por hospedero infectado en la muestra.
- Intervalo de intensidad: Niumero minimo y maximo de individuos de una

especie en particular de parasito encontrados en la muestra.

6.4.2 Analisis de comunidades

Las comunidades se analizaron a dos niveles, infracomunidad y componente de
comunidad. Se define como infracomunidad a todos los parasitos presentes en cada
hospedero individual estudiado, y componente de comunidad al conjunto de
infracomunidades en una poblacién de hospederos (Esch y Fernandez, 1993). Los
siguientes atributos fueron analizados para las comunidades de cada localidad en el
programa Ecological Methology version 7.2 (Krebs, 2011): riqueza, abundancia,
diversidad, equidad y dominancia.

Riqueza: Se define como el nimero total de especies de helmintos encontrados
en una poblacion de hospederos estudiada. A nivel de infracomunidades, se obtiene
un promedio de todas las infracomunidades estudiadas en una poblacién de
hospedero determinada.

Abundacia: Es el namero total de helmintos presentes en una poblacion de
hospederos estudiada. Para el analisis de infracomunidades se obtuvo un promedio
de todas las infracomunidades de la poblacion de hospederos.

Dominancia: Ofrece una medida de abundancia proporcional, con valores de 0
a 1, de la especie dominante tanto a nivel de infracomunidad como de componente de
comunidad (mientras mas cercano a 0 menos dominancia). Se obtuvo por medio del

indice de Berger-Parker:

Nimax
N

BP =

Donde: BP= Berger-Parker, Ni= nimero de individuos maximos de una especie,
N= numero total de individuos de todas las especies.

Diversidad: Es una medida cuantitativa que refleja el nimero de especies que
existen en determinada poblacion, y al mismo tiempo toma en consideracion qué tan
uniforme se distribuye la abundancia de los individuos. En el presente estudio se

utilizo el indice de Brillouin, el cual es considerado como un indice heterogéneo. Este
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indice es empleado cuando una comunidad esta completamente censada y es sensible

a las abundancias de las especies raras. Esta dado por:

— 1 N!
H = —log (—)
N nl!n2!n3!L

Donde: A= indice de Brillouin; N= ndmero total de individuos en toda la
coleccidn; n;= nimero de individuos perteneciente a la especie 1; n,= nimeto
total de individuos pertenecientes a la especie 2.

Equidad: Refleja la distribucion de las abundancias proporcionales de las
especies presentes en la comunidad. Muchas medidas de la equidad han sido
propuestas y la literatura es confusa acerca de cual es la mejor. Para el presente
estudio se siguieron los criterios de Smith y Wilson (1996), los cuales sugieren que se
utilice la equidad del indice de Simpson cuando se desea dar el mismo peso a las
especies raras y a las comunes, y cuando un minimo de cero sea requerido para
cualquier numero de especies. Lo mas importante es que el indice de Simpson es
matematicamente independiente de la riqueza (Smith y Wilson, 1996). La
equitatividad estimada a partir del indice posee valores cercanos a 0 cuando la
mayoria de los individuos pertenecen a pocas especies, y cercano a 1, cuando las

especies son casi igualmente abundantes, y se calcula de la siguiene manera:

Indice de Simpson:

D =) p?

Donde: D= indice de Simpson; p;= proporcién de especies i en la comunidad.

Equitatividad a partir del indice de Simpson:

1
g, - /D
l/D S

Donde: E=1/5= medida de equidad de Simpson; D= indice de Simpson; S=
numero de especies en la muestra.

6.4.3 Analisis de similitud
Porcentaje de similitud

La similitud cuantitativa de las infracomunidades se calculé mediante
porcentaje de similitud, también llamado indice de Renkonen. Para calcular dicho

indice, cada infracomunidad debe estar estandarizada como porcentajes, de modo

26



que todas las abundancias relativas sumen el 100% de cada muestra. Este coeficiente
es uno de las mejores medidas de similitud cuantitativas disponibles, es
relativamente poco afectado por el tamafio de muestra y la diversidad de especies.
Este indice tiene un rango de 0 (no similares) a 1 (completamente similares) (Krebs,

2011). La férmula es:
P = > minimum (py;, p20)

Donde: P= porcentaje de similitud entre la muestra 1y 2, p,;= porcentaje
de especies ien la comunidad de la muestra 1, p,;= porcentaje de especies
i en la comunidad de la muestra 2.

Coeficiente de Sorensen:

Para el andlisis cualitativo de las infracomunidades se utilizé el coeficiente de
similitud de Sorensen, el cual empleado primero por Czekanowski en 1913 y
descubierto nuevamente por Sorensen en 1948. Este es un indice binario que le da
mas peso a las coincidencias en la composicion de especies de dos muestras que a las
incongruencias, el rango de valores es de 0 (sin congruencias) a 1 (completamente

similares) (Krebs, 2011). Se calcula como sigue:

2q

So=—
S 2,+b +c¢

Donde: S;= indice de Sorensen; a= nimero de especies en muestra Ay
muestra B (ocurrencias en ambas muestras); b= especies en muestras B pero
no en A; c= especies en muestra A pero no en B.

Agrupamiento por UPGMA

Los valores promedios de los analisis de similitud cuantitativa por el método de
porcentaje de similitud, y de la similitud cualitativa por el indice Sorensen para cada
par de localidades evaluada fueron agrupados a mano por el método Unweighted

Pair-group Method using Arithmetic Averages (UPGMA), mediante la formula:

1
Sjto = tr (ZSj)

Sjiy= Promedio de similitud entre los agrupamientos j y k; t;= nimero de
muestras en los agrupamientos j; t,= nUmero de muestras en los
agrupamientos k; Sjc= Coeficiente de similitud entre cada muestraenjy k.
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7 RESULTADOS

7.1 Registro hemintoldgico

Se recolectaron siete especies de helmintos provenientes de Lithobates megapoda
del las localidades de Lago de Atotonilco, Lago de Cajititlan y Lago de Chapala. Los
nematodos fueron el grupo mas abundante y diverso con cuatro especies, seguido de
los platelmintos con dos y una especie de acantocéfalos. Tres de estas especies

representan nuevos registros para el hospedero (Tabla 5).

Tabla 5. Helmintofauna de L. megapoda de las tres localidades del presente estudio.

Especie Sitio de Lago Lago Lago de
infeccion Atotonilco Cajititlan  Chapala
Platyhelminthes
Glypthelmins quieta™! Intestino X X
Ophiotaenia sp. $"* Intestino X
Nematoda
Contracaecum sp.2 Varios X X
6rganos
Eustrongylides sp.2 Varios X X X
6rganos
Foleyellides striatus? Mesenterio X X X
Rhabdias n sp. §*1 Pulmén X X
Acanthocephala
Polymorphidae gen. sp.§™2 Varios X X
6rganos

* B . . . B
Registrada Unicamente en Ocotlan, Jal.; §nuevo registro de hospedero; 1=adulto; 2= formas larvarias.

Cuatro de las siete especies son tipicas de anuros con excepcion de Contracaecum
sp., Eustrongylides sp. y Polymorphidae gen. sp. que concluyen su ciclo de vida en aves
piscivoras y utilizan a los peces como segundos hospederos intermediarios.

Contracaecum sp., Eustrongylides sp. y Polymorphidae gen. sp. se encontraron
s6lo en su etapa larvaria, Ophiotaenia sp. se recolectd tanto en estadio de
plerocercoide como adulto y el resto sélo en etapa adulta.

Las larvas se encontraron enquistadas en el exterior de diversos organos
internos, siéndo estos sitios de infeccion los mas comunes, seguido del intestino y

pulmoén.

28



Todas las especies llegan a L. megapoda mediante ingestion, con excepcién de
Foleyellides striatus y Rhabdias n. sp., cuyo patron de infeccion es la penetracion
cutanea.

A continuacion se presenta la caracterizacion morfolégica de las especies
encontradas en el presente estudio. Ademas de incluyen comentarios taxondmicos,
aspectos de su distribucion en México, hospederos donde se ha registrado

previamente, asi como su desarrollo y transmision.

7.2 Caracterizacion morfolégica de los helmintos de Lithobates
megapoda

7.2.1 Phylum: Platyhelminthes Gegenbaur 1859

7.2.1.1 Glypthelmins quieta

Clase: Trematoda Rudolphi 1808
Subclase: Digenea Carus 1863

Orden: Plagiorchiida La Rue 1957
Superfamilia: Plagiorchioidea Liihe 1901
Familia: Glypthelminthidae Cheng 1959
Género: Glypthelmins Stafford 1905

Glypthelmins quieta (Stafford 1900) Stafford 1905

Habitat: Intestino anterior

Estadio: Adulto

Localidad: Lago de Atotonilco y Lago de Chapala (Ocotlan)
No. CNHE: 9049-9050

Descripcion general: Digéneos de cuerpo alargado y extremos redondeados. Poseen
prominentes glandulas prefaringeas a ambos extremos de la faringe, agrupadas en
forma de racimo, localizadas desde el borde anterior de la faringe y posteriormente
sobrepasan la bifurcacion cecal. Posee testiculos simétricos. Las glandulas vitel6genas
se extienden desde el eso6fago hasta el segundo tercio del cuerpo. Las asas uterinas

son transversales y se localizan en la region cecal e intercecal (Figura 6).

Diagnosis [Basado en 12 individuos maduros (dos del lago de Atotonilco y 10 del
Lago de Chapala en Ocotlan) salvo excepciones sefialadas medidas dadas en mm]:

Cuerpo elongado de 1.77+0.34 (1.41-2.56) de largo, por 0.54+0.05 (-0.47-0.67) de
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ancho a nivel del acetabulo. Anchura maxima en la region testicular 0.58+0.08 (0.50-
0.74); extremos redondeados, aunque el posterior es mas pronunciado que el
anterior. Ventosa oral subterminal, redondeada, ligeramente mas ancha que larga con
0.22+0.02 (0.19-0.24) de largo por 0.24+0.02 (0.22-0.29) de ancho; con la boca
redonda abierta al centro de la ventosa oral y dirigida anteroventralmente con 95+20
(66-149) pm de largo por 89+10 (66-124) pum de ancho. Acetabulo situado en el
primer tercio del cuerpo, anterior a los testiculos y debajo de la bifurcacion cecal. De
forma esférica y mas pequefio que la ventosa oral con 0.28+0.01 (0.10-0.15) de largo
por 0.15+0.01 (0.12-0.16) de ancho. Faringe redonda y musculosa con 0.12+0.03
(0.01-0.2) de largo por 0.15%£0.01 (0.12-0.19) de ancho; a cada lado se encuentran
glandulas prefaringeas, en forma de racimo que se extienden desde el borde anterior
de la faringe hasta sobrepasar la bifurcacion cecal. El es6fago se ubica por debajo de
la faringe y se bifurca para formar los ciegos intestinales a 0.43+0.06 (0.37-0.58) del
borde anterior del cuerpo, los ciegos se localizan simétricamente laterodorsalmente,
extendiéndose casi hasta el final del cuerpo. El ciego izquierdo mide 1.0+0.2 (0.83-
1.45) de largo por 0.09+0.01 (0.07-0.1) de ancho y termina a 0.28+0.06 (0.18-0.45)
del borde posterior del cuerpo. El ciego derecho mide 0.91+0.09 (0.83-1.17) de largo
por 0.9%+0.01 (0.07-0.15) de ancho y termina a 0.30+0.08 (0.20-0.49) del borde
posterior del cuerpo. Posee dos testiculos intercecales, o en ocasiones sobrelapando
los ciegos, se localizan preecuatorialmente y posteriores al acetabulo; poseen forma
esférica u ovoide, situados uno al lado del otro. El testiculo izquierdo mide 0.20+0.03
(0.17-0.25) de largo por 0.20+£0.01 (0.15-0.22) de ancho. El derecho mide 0.18+0.03
(0.17-0.25) de largo por 0.20%£0.02 (0.17-0.25) de ancho. El ovario es esférico,
intercecal, ventral, preecuatorial y se encuentra a la izquierda del acetabulo o en
ocasiones invade el borde del acetabulo y mide 0.14+0.01 (0.11-0.17) de largo por
0.15+0.01 (0.13-0.17) de ancho. El utero es sinuoso, y ocupa el area intercecal y
cercal; posee numerosas asas transversales localizadas desde la region anterior de los
testiculos hasta el borde posterior del cuerpo. El poro genital se localiza anterior al
acetabulo a 0.5+0.06 (0.44-0.63) del borde anterior del cuerpo y a 33+7 (21-43) um
del acetabulo. Las glandulas vitelégenas varian en su forma y distribucion, puesto que
en ocasiones se extienden hasta la faringe, a la bifurcacion cecal o a las glandulas
prefaringeas y posteriormente sobrepasan a los testiculos; los foliculos tienen una

posicion extracecal e intercecal con la mayoria de ellos ubicados extracecalmente;
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tienen una longitud total de 0.7+0.07 (0.6-0.81) por 0.17+£0.05 (0.08-0.25) de ancho.
Los huevos presentan cascara de color amarillo y miden 40+2 (36-43) um de largo
por 161 (15-17) um de ancho (n=50). La vesicula excretora tiene forma de “I” y abre

en un poro excretor localizado en el borde posterior del cuerpo.

Comentarios taxondmicos: En 1900 Stafford describi6 a Distomum quietum del
intestino de anuros de Canada. En 1905 el mismo autor erigio el género Glypthelmins
transfiriendo a D. quietum y la coloc6 como especie tipo, sin embargo, no hizo una
descripcion detallada del género, ni lo asigné a ninguna categoria taxon6mica mayor
(Razo-Mendivil et al., 2006).

Esto ha ocasionado una gran controversia en la taxonomia de Glypthelmins, ya
que especies incluidas en éste género han sido alternadamente asignadas a los
géneros Margeana, Haplometrana, Rauschiella y Choledocystus, por mencionar
algunos. La posicion del género dentro del 6rden Plagiorchiida, ha sido controversial
también, puesto que se le ha colocado por diversos autores dentro de las familias
Plagiorchiidae, Brachycoelidae y Macroderoididae (Razo-Mendivil et al., 2006).

Razo-Mendivil et al. (2006) realizaron un analisis filogenético con secuencias
del gen ribosomal 28S, para dilucidar la relaciéon de Glypthelmins con otros
plagiorquidos y concluyeron que Glypthelmins sensu lato como tradicionalmente se ha
clasificado no es monofilético, asimismo sefialaron que no pertenece a ninguna de las
familias anteriormente mencionadas.

Razo-Mendivil y Pérez-Ponce de Ledon (2008) proponen que Glypthelmins
sensu stricto es un género valido, formado por las siguientes 10 especies: G. quieta, G.
californienesis, G. parva, G. intestinalis, G. shastai, G. facioi, G. pennsylvaniensis, G.
hyloreus, G. brownorumaey G. tuxtlanensis.

Por ultimo, Razo-Mendivil y Pérez-Ponce de Led6n (2011) con un analisis
filogenético que incluye 26 caracteres morfoldgicos, cuatro marcadores nucleares
(18S, 5.8 ITS2 y 28S) y uno mitocondrial (cox1) confirmaron la monofilia de
Glypthelmins integrado por las especies mencionadas por Razo-Mendivil y Pérez-
Ponce de Ledn (2008) y coinciden con Tkach (2008) en erigir la familia monogenérica
Glypthelminthidae Cheng, 1959, con G. quieta como especie tipo.

El material aqui estudiado fue asignado a Glypthelmins quieta debido a la

presencia de dos prominentes glandulas prefaringeas ubicadas a cada lado de la
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faringe. Esta especie es la unica que posee dicho caracter dentro del género (Razo-
Mendivil y Pérez-Ponce de Ledn, 2008). Ademas de la identificacion morfologica,
también se corroboré su identidad molecularmente al comparar un fragmento de COI
(amplificado con los primers de ]B3 y ]B4.5 de Bowles et al., 1993) contra la base de
datos del GenBank mediante BLAST, dando como resultado una identidad de 99% con

la secuencia HM137621.1 de G. quieta (Razo-Mendivil y Pérez-Ponce de Leén, 2011).

Registros previos: Esta especie ha sido registrada en las siguientes localidades y
hospederos de México: Colima, Coquimatlan: Lithobates magnaocularis, Lithobates sp.
D. F, Lago de Xochimilco: Lithobates montezumae. Estado de México, Ciénega de
Lerma: Lithobates montezumae; Lago de Texcoco: Lithobates montezumae. Jalisco,
Atenquique: Lithobates psilonota (Romero-Mayén, 2011), Lithobates sp.; Lago de
Chapala: Lithobates megapoda; Tapalpa: Lithobates neovolcanica. Michoacan, Lago de
Cuitzeo: Lithobates megapoda; Lago de Patzcuaro, Lago de Zacapu: Lithobates dunni;
Manantiales de Cointzio: Lithobates megapoda, Lithobates neovolcanica. Oaxaca,
Huitzo: Lithobates spectabilis. Sinaloa, Lithobates magnaocularis; Yecora: Lithobates

tarahumarae (Paredes-Calderon et al.,, 2008 a menos que se sefiale otra fuente).

Desarrollo y transmision: Los adultos habitan en el intestino delgado de anuros,
luego los huevos de estos se dispersan con las excretas del huésped. Posteriormente
un caracol de la especie Physa gyrina (Physidae) ingiere las heces y se convierte en el
primer hospedero intermediario donde los huevos eclosionan en el intestino y se
liberan los miracidios, los cuales dan origen a un esporocisto madre e hijo. Estos
ultimos originan a xifidiocercarias armadas con estiletes. Las xifidiocercarias salen al
medio acuatico perforando el cuerpo del caracol y buscan a su segundo hospedero
intermediario y definitivo, que puede ser ranas o sapos. Cuando localizan al huésped
adecuado se adhieren a la piel de éste mediante dos ventosas y posteriormente la
penetran. En ese momento pierden la cauda y se enquistan, dando lugar asi a la
metacercaria. Finalmente los sapos o ranas se infectan al comer la muda de su piel
llena de metacercarias. Una vez en el interior, la metacercaria madura en el intestino

hasta convertirse en adulto (Figura 7) (Leigh, 1946).
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Figura 6. Microscopia Optica de Glypthelmins quieta, vista ventral de un ejemplar adulto. A=
acetabulo; Cl= ciegos intestinales; F= Faringe; GP= glandulas prefaringeas; GV= glandulas
viteldgenas; O= ovario; T= testiculos; U= Utero; VO= ventosa oral.
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Hospero definitivo
Adulto en intestino

Hospedero intermediario
Metacercarias Huevos en intestino
se ingieren con

la muda

Metacercaria
enquistada en piel Miracidio Esporocisto
Esporocisto hijo

madre

Cercaria
libre nadadora

Figura 7. Desarrollo y transmision de Glypthelmins quieta de acuerdo con Leigh (1946) Ver
detalles en texto. llustraciones realizadas por MGVA.
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7.2.1.2 Ophiotaenia sp.

Clase: Cestoidea Rudolphi 1808

Subclase: Eucestoda Southwell 1930
Orden: Proteocephalidea Mola, 1928
Familia: Proteocephalidae La Rue 1911
Subfamilia: Proteocephalinae Mola 1929
Género: Ophiotaenia La Rue 1911

Ophiotaenia sp.

Habitat: Intestino anterior e higado
Estadio: Adulto y plerocercoide
Localidad: Lago de Cajititlan

No. CNHE: 9051-9052

Descripcion general: Gusanos pequeios, delgados, aplanados. Color blanco, en vida
algo traslucidos. Estrobilacidon no evidente con surcos superficiales intersegmentales.

Superficie lisa. Escolex globoso, aplanado dorsoventralmente, sin rostelo ni espinas.

Diagnosis [Basada en un individuo, salvo excepciones sefialadas medidas dadas en
mm]: Anchura maxima 0.79. Estrébilo acraspedote, compuesto por proglotidos
maduros, pregravidos y gravidos. Proglotidos maduros mas anchos que largos (0.62-
0.79 de ancho por 0.37-0.52 de largo n=5); progldtidos gravidos mas largos que
anchos (0.74-0.87 de ancho por 0.93-1.08 de largo n=5) y pregravidos mucho mas
largos que anchos (0.64-0.79 de ancho por 1.14-1.77 de largo n=5). Escolex con
cuatro ventosas uniloculadas de 0.8-0.9 de ancho por 0.12-0.13 de largo (Figura 8).

Musculatura longitudinal interna bien desarrollada, formada por paquetes
anastomosados de fibras musculares. Canales osmoregulatorios ventrales bien
desarrollados, que sobrelapan con los testiculos y el ovario, los dorsales no se
pudieron observar (Figura 9).

Testiculos medulares, elongados a ovales de 54.25-69.44pum de largo por
30.38-49.91um de ancho (n=10), bien separados en dos campos laterales, el nimero
por progléotido va de 84-112 (n=7), nunca llegan al margen anterior del ovario.
Conducto deferente fuertemente enroscado, alcanzando la linea media de los
proglotidos. Bolsa del cirro elongada de pared delgada, 140-210um de larga (n=10),

ocupa del 29.3-32.6% (n=5) del ancho del proglotido, lo que representa una relacion
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bolsa del cirro/ancho del proglétido de 1:3-1:3.33 (n=5). Poros genitales
irregularmente alternados, situados pre-ecuatorialmente hacia el primer 59
aproximadamente (Figura 8).

Ovario medular, compacto, bilobulado de 541-666 pm de ancho, ocupando el
83-91% de la anchura del proglétido (n=5); de largo mide 230-395um, ocupando 16-
25% de la longitud total del proglétido (n=5). Vagina siempre anterior a la bolsa del
cirro. Foliculos viteldgenos medulares, ovales, arreglados en dos bandas laterales en
el lado dorsal del proglétido, interrumpidos ventral y dorsalmente al nivel de los
genitales (bolsa del cirro y vagina) y se ven disminuidos, o no contintian después de la
bolsa del cirro en algunos proglotidos. Las bandas de los foliculos no llegan al margen
anterior de los segmentos (Figura 8).

Utero medular, con 32-42 (n=7) ramas uterinas laterales en cada lado en
proglotidos maduros. En proglotidos pregravidos el nimero de ramas uterinas

alcanza las 60 (Figura 8).

Comentarios taxondmicos: Ophiotaenia es el segundo género mas especioso de los
céstodos proteocefalidos con aproximadamente 74 especies parasitas de anfibios y
reptiles, de las cuales 24 parasitan anfibios (de Chambrier et al., 2006). La sistematica
del género no esta satisfactoriamente resuelta, especialmente por las descripciones
incompletas basadas en material fijado y procesado inadecuadamente, y puesto que
la existencia del material tipo de muchas especies es desconocido es imposible
confirmar los caracteres diagnosticos a nivel especifico (de Chambrier et al., 2012).

El material estudiado fue incluido en el género Ophiotaenia La Rue, 1911, por
la posicion medular de los foliculos vitel6genos, el escolex desarmado con ventosas
uniloculadas y los testiculos formando dos hileras separadas (Ammann y de
Chambrier, 2008; de Chambrier et al., 2012).

Nuestros ejemplares poseen caracteres compartidos con O. filaroides La Rue
1909 descrita de Ambystoma californiense (=Ambystoma tigrinum) de Nebraska y
Kansas, EUA, redescrita por Mead y Olsen (1971) y con O. bonneti de Chambrier,
Coquille y Brooks 2006, de Lithobates vaillanti (=Rana vaillanti) en San Gerardo,
Guanacaste, Costa Rica (Tabla 6). Segin de Chambrier et al, (2006) la tunica

diferencia entre O. filaroides y O. bonneti es la ausencia de o6rgano apical en ésta
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ultima. Desafortunadamente el escolex de nuestro material se encuentra en muy mal
estado de preservacion por lo que no fue posible observar dicho caracter.

Un caracter que diferencia a nuestro material de estas dos especies es la
distribucidn de las glandulas vitel6genas, mientras que en nuestro material siempre
sobrelapan con el ovario, en las otras dos especies no ocurre esto (basandose en las
ilustraciones). Ademas, en algunos progldtidos de nuestro material no se presentan
vitelégenas anteriormente a la bolsa del cirro, mientras que no se menciona esta
caracteristica en O. bonneti (s6lo se menciona que las vitelégenas se ven disminuidas
en esta area) y en 0. filaroides a juzgar por las ilustraciones tampoco hay ausencia de
viteldgenas en dicha area.

Sin embargo, de acuerdo a de Chambrier et al, (2006) debido a que
Ophiotaenia presenta una alta especificidad hospedatoria y geografica, es muy
probable que 0. filaroides no exista en México y que las registradas en éste pais sean
mas bien especies nuevas. Dada la morfologia tan parecida de nuestro material con
dicha especie no es posible diferenciarla de una manera contundente, y ya que
tampoco existen secuencias de ADN disponibles en GenBank, tampoco fue posible
realizar la identificacidn con caracteres moleculares.

De acuerdo con los criterios de especificidad hospedatoria de de Chambrier et
al., (2006), es muy probable que nuestra material tampoco pertenezca a 0. bonneti, ya
que Lithobates vaillanti no se distribuye en los mismos lugares que L. megapoda.
Mientras que L. vaillanti habita hacia el sureste mexicano, L. megapoda se encuentra
en el centro-occidente de México (Ochoa-Ochoa et al., 2006a; Ochoa-Ochoa et al,

2006b).

Registros previos: Las especies de este género registradas en México son: O.
filaroides, O. magna, O. nattereri, O. perspicua, O. racemosa, y O. variabilis, las dos
primeras registradas Unicamente en ranas y las ultimas cuatro en reptiles. Los
hospederos y localidades de las registradas en ranas son:

Ophiotaenia filaroides: Lithobates montezumae, Lago de Xochimilco, D. F. Lithobates
montezumae, Lago de Texcoco, Estado de México. Lithobates dunni, Lago de
Patzcuaro, Michoacan. Lithobates berlandieri, La Laguna, Nuevo Leon (Paredes-Ledn

etal.,, 2008).
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Ophiotaenia magna: Lithobates montezumae, Lago de Xochimilco, D. F. Lithobates

tarahumarae, Yecora, Sonora (Paredes-Ledn et al., 2008).

Desarrollo y transmision de Ophiotaenia filaroides: El ciclo de vida fue dilucidado
experimentalmente por Mead y Olsen (1971). Copépodos de la especie Cyclops
vernalis se infectan con huevos de Ophiotaenia filaroides liberados en las heces del
hopedero definitivo, la salamandra tigre Ambystoma tigrinum. En el copépodo se lleva
a cabo el desarrollo a procercoide a los 8-9 dias y luego a plerocercoides a los 10-11
dias postinfeccion. La salamandra ingiere los copépodos y se lleva a cabo el desarrollo
al estadio adulto en el intestino. El canibalismo entre salamandras se presenta tanto
en campo como en condiciones de laboratorio, particularmente entre larvas, y podria

ser un importante medio para la transmision de este parasito (Figura 10).
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Tabla 6. Comparacién morfométrica de algunas Ophiotaenia spp.

Caracter La Rue, 1909§ Mead y Olsen, 1971 de Chambrier, Coquille y Presente estudio
Brooks, 2006
Helminto Ophiotaenia filaroides Ophiotaenia filaroides Ophiotaenia bonneti Ophiotaenia sp.
Hospedero Ambystoma californiense Ambystoma californiense Lithobates vaillanti (=Rana Lithobates megapoda
(=Ambystoma tigrinum) (=Ambystoma tigrinum) vaillanti) (=Rana megapoda)
Localidad Kansas y Nebraska, EUA Experimental San Gerardo, Guanacaste, Lago de Cajititlan, Jalisco,
Costa Rica México
Longitud estrobilar 80-110 mm 88-247 mm 60-380 mm ND
Organo apical Vestigial Presente Ausente ND
# Testicular 70-117 53-183 100-177 84-112
Distribucion testicular 2 campos ND 2 campos 2 campos
Distribucion de las Se distribuyen a lo largo de ND Ocupan del 78-90% de la Ocupan el 90% de la
vitelégenas todo el proglotido, sin longitud total del proglétido longitud del proglétido,
sobrelapar con el ovario* disminuyendo en los no alcanzan la region
extremos, especialmente a anterior del proglétido y
nivel de la bolsa del cirro sobrelapan con el ovario
Abertura vaginal Anterior a la bolsa del cirro ND Anterior a la bolsa del cirro Anterior a la bolsa del
cirro
# De ramas uterinas 25-35 18-40 18-32 32-42
Relacion Ibc/ap 1:2.9* 1:2.0-1:4.9 1:6.66 - 1:4.16 1:3-1:3.33
Posicion del Canales excretores pasan ND Canales excretores pasan Canales excretores pasan
ovario/can. osm. sobre el ovario* sobre el ovario sobre el ovario
Posicion del poro Al final del primer 52 ND Final del primer 52 Final del primer 52

genital

* Estructuras observadas en ilustraciones de las publicaciones; § Fuente: La Rue, 1914; ND= No hay datos
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Figura 8. Microscopia éptica de Ophiotaenia sp. de L. megapoda, lago de Cajititlan, Jal. A, Excolex,
vista dorsoventral; B, proglétido maduro, vista dorsal; C, proglétido pre gravido, vista ventral. BC=
bolsa del cirro, COV= canal osmoregulador ventrales, FV= foliculos viteldgenos, OV= ovario, RU=
ramas uterinas, T= testiculos, UT= utero, V= vagina.
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200 um

200 um

Figura 9. Microscopia Optica de Ophiotaenia sp. A, corte a nivel de los testiculos; B, corte a nivel
de la bolsa del cirro; C, corte a nivel del ovario. BC= bolsa del cirro, COV= canal osmoregulador
ventral, DV= ducto vaginal, FV= foliculos vitelégenos, MLI= musculatura longitudinal interna, OV=
ovario, RU= ramas uterinas, T= testiculos, U= utero, UD= uteroducto, V= vagina.
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Hospedero definitivo
Adulto en intestino

Metécestodo Hospedero intermediario
Plerocercoide Huevos

Figura 10. Desarrollo y transmision de Ophiotaenia filaroides de acuerdo con Mead y Olsen
(1971). Ver detalles en texto. llustraciones realizadas por MGVA.
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7.2.2 Phylum: Acanthocephala Rudolphi 1801

7.2.2.1 Polymorphidae gen. sp.

Clase: Palaeacanthocephala Meyer 1931

Orden: Polymorphida Petrochenko 1956
Familia: Polymorphidae Meyer 1931

Polymorphidae gen. sp.

Habitat: Cavidad
Estadio: Cistacanto
Localidad: Lago de Atotonilco

Diagnosis: (Basado en un individuo). Longitud total de 4.62mm y anchura total de
0.75mm. Proboscis ovoide, con la anchura maxima encontrada en el nivel medio, la
cual esta separada del tronco por un cuello relativamente largo y esta armado por 18
hileras longitudinales de ganchos, con aproximadamente 12 ganchos por hilera
(Figura 11). El receptaculo de la proboscis posee doble pared de 1 mm de largo por
0.2 mm de ancho. Los leminiscos se extienden a través de primera mitad del tronco y

terminan ligeramente anterior al final del receptaculo de la proboscis.

Comentarios taxondmicos: La familia Polymorphidae posee aproximadamente 127
especies, clasificadas en 12 géneros distribuidos a nivel mundial (Garcia-Varela et al.,
2011). En estadio adulto se asocian con aves ictiéfagas y mamiferos marinos como
hospederos definitivos y crustaceos como hospederos intermediarios (Nickol et al.,
2002). Esta familia se diagnostica por poseer un tronco espinoso, proboscis bulbosa,
receptaculo de la proboscis con doble pared y usualmente cuatro a ocho glandulas de
cemento, y recientemente mediante estudios moleculares se ha observado que es uno
de los grupos mas derivados dentro de la clase Palaeacanthocephala (Amin, 1987;
Garcia-Varela et al., 2013).

Nuestro material fue asignado a esta familia debido a la forma de la proboscis
y a la doble pared que presenta el receptaculo de la misma, asi como por la
caracteristica que el hospedero (L. megapoda) se encuentra habitando un sistema
lacustre donde abundan las aves icti6fagas, y al presentarse en estadio de cistacanto

este anuro estaria actuando como hospedero paraténico, tal como lo sugiere la
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literatura (Nickol et al., 2002), ademas de que ya se ha registrado esta familia en el
Lago de Chapala (Garcia-Prieto et al.,, 2010).

No se pudo realizar la identificaciéon a un nivel taxondmico menor, debido a
que las caracteristicas diagnosticas de los géneros y especies no se observaron con

claridad en nuestro material.

Registros previos: Polymorphus brevis es el Unico miembro de la familia
Polymorphidae que se ha registrado en alguna de las localidades del presente estudio.
Se encontro en el Lago de Chapala, Jalisco en los siguientes hospederos: Chapalichthys
encaustrus, Ictalurus dugesii, Ictalurus sp. Poecilia sphenops y Poeciliopsis infans
(Peces), asi como en Thamnophis eques y Thamnophis melanogaster (Reptiles)

(Garcia-Prieto et al., 2010).

Desarrollo y transmision: Los miembros de la familia Polymorphidae son parasitos
intestinales de mamiferos marinos y aves piscivoras. Los huevos salen de las hembras
con las heces de los hospederos y son ingeridos por crustaceos (anfipodos, copépodos
o decapodos), quienes juegan el papel de hospederos intermediarios, en los cuales se
lleva a cabo el desarrollo a cistacanto. Los hospederos definitivos se infectan al
ingerir hospederos intermediarios infectados. Una vez ingeridos el cistacanto se
desenquista y madura a acantocéfalo adulto. Como hospederos paraténicos puede

incluir a peces, anuros y serpientes (Figura 12) (Nickol et al., 2002).
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A .

RP

0.3 mm

Figura 11. Polymorphidae gen. sp. A, microscopia éptica de contorno del cuerpo; B, micrografia
de la proboscis; C, micrografia de todo el cuerpo. L= leminiscos, PB= proboscis, RB= receptaculo
de la proboscis.

45



Hospederos paraténicos

Hospederos intermediarios
Cistacanto

Figura 12. Desarrollo y transmisién de los miembros de la familia Polymorphidae. De acuerdo con
Nickol et al., (2002). Ver detalles en texto. llustraciones realizadas por MGVA.
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7.2.3 Phylum: Nematoda Cobb 1932

7.2.3.1 Eustrongylides sp.

Clase: Dorylaimea Hodda 2007

Subclase: Trichocephalia Hodda 2007

Superorden: Trichocephalica Hodda 2007

Orden: Dioctophymatida Ryzhikov y Sonin 1981

Suborden: Dioctophymatina Chitwood 1993

Superfamilia: Dioctophymatoidea Railliet 1915 (Roman 1965)
Familia: Dioctophymatidae Railliet 1915

Género: Eustrongylides Jagerskiold 1909

Eustrongylides sp.

Habitat: Enquistado en diversos 6rganos internos y musculo también se encontrd
libre en intestino posterior.

Estadio: Larva cuarto estadio

Localidad: Lago de Atotonilco, Lago de Chapala (Tizapan y Ocotlan) y Lago de
Cajititlan.

No. CNHE: 9163-9166

Descripcion general: Nematodos enquistados en la cavidad y en musculo
esquelético. El primer tercio de la region anterior de la larva esta tefiida de blanco a
rosa, mientras que el resto del cuerpo es de un rojo brillante. La extremidad cefalica
es conica (Figura 13). La boca abre en forma de hendidura, sin labios. Alrededor de la
boca hay dos circulos de papilas cefalicas bien desarrolladas con seis papilas en cada
circulo y cuatro papilas mas pequefias en cada lado entre el circulo interior y el
exterior. Las papilas del circulo interior son delgadas con forma de espina, las del
circulo exterior robustas con una base mas amplia (Figura 13). Anfidios no
distinguibles. La cuticula carece de ala, espinas e inflaciones, posee estrias
transversales, especialmente marcadas en los extremos del cuerpo. Papilas somaticas
extendiéndose en una sola hilera sobre los nervios laterales, mas cercanamente
espaciadas en la regidn rectal. Los primordios genitales de las larvas de hembras y
machos estan bien desarrollados (Figura 14). La longitud total de los machos y

hembras no difiri6 significativamente.

Macho (basado en 10 individuos de las tres localidades: salvo excepciones sefialadas
valores dados en mm): Longitud del cuerpo 9.05%£1.23 (6.1-10.4) cm. Anchura a la
mitad del cuerpo 0.74+0.06 (0.66-0.83). Anchura a nivel del anillo nervioso 0.35+0.05
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(0.29-0.45). Longitud del esd6fago 15.43+1.98 (11.56-18.01). Anillo nervioso al
extremo anterior del cuerpo 0.26x0.05 (0.17-0.33). Region posterior dividida
desigualmente en recto y cloaca. El orificio cloacal es muscular y esta dentro de la
copa de la bursa. El margen de la bursa completo, sin incisiones. Longitud del inicio
del recto hasta el extremo posterior del cuerpo, es decir recto mas la cloaca y la bursa

0.97+0.06 (0.87-1.06).

Hembra (Basado en cuatro individuos de todas las localidades: medidas salvo
excepciones sefaladas dadas en mm): Longitud total 12.62+2.22 (10.4-15) cm.
Anchura a la mitad del cuerpo 0.83+0.18 (0.64-1.04). Anchura a nivel del anillo
nervioso 0.39+0.10 (0.29-0.53). Longitud del eséfago 17.42+1.70 (15.2-19.95). Anillo
nervioso al extremo anterior del cuerpo 0.30+0.05 (0.23-0.37). Vagina estrecha con
paredes gruesas; recto mas ancho con paredes delgadas. Longitud del recto 1.11+0.35

(0.62-1.45).

Comentarios taxondémicos: Las especies del género Eustrongylides se caracterizan
por poseer de 12 a 20 papilas cefalicas alrededor de la boca arregladas en dos o tres
circulos, la vulva esta cerca del ano y carece de espinas cuticulares (Panesar y Beaver,
1979). Dichas caracteristicas fueron observadas en nuestros ejemplares, por lo que
fueron asignados a este género.

La determinacion a nivel especifico no fue posible, debido a que las larvas de
los machos no presentan los caracteres diagnosticos completamente desarrollados,
como lo son la forma y proyecciones cuticulares de la ventosa de la bursa y el tamafio
y forma de la espicula (Xiong et al., 2009).

También se encontraron nematodos libres en el intestino posterior de un
tamafio mucho menor que el de los encontrados enquistados (No tomados en

consideracion para la caracterizacion morfologica).

Registros previos: Larvas de este género ya se ha registrado en L. megapoda en el
Lago de Cuitzeo, Michoacan. También en los anuros Lithobates dunni en el lago de
Patzcuaro, Michoacan (en Paredes-Ledn et al, 2008) y en Lithobates psilonota de
Atenquique, Jalisco (Romero-Mayén, 2011). En el lago de Chapala, Jalisco se ha

registrado en el pez Ictalurus dugesii (en Salgado-Maldonado, 2006).

48



Desarrollo y transmision: Sus hospederos definitivos son aves piscivoras. La primer
larva (L1) se desarrolla dentro de los huevos que salen del utero de las hembras
gravidas. Posteriormente los huevos son ingeridos por oligoquetos acuaticos. En esos
oligoquetos toma lugar el desarrollo al segundo y tercer estadio (L2-L3) en el cual
adquiere su conspicuo color rojo brillante y su tamafio. Posteriormente, los peces
ingieren a los oligoquetos, y se desarrolla el cuarto estadio larval (L4). Si los peces
infectados son depredados por otros peces, anuros o serpientes. Estos ultimos
funcionaran como hospederos paraténicos o reservorios, hasta que sean depredados
por el hospedero definitivo. Finalmente, cuando las aves consumen a los hospederos
intermediarios o paraténicos, la larva penetra el ventriculo (estémago) y
rapidamente adquiere su madurez sexual. Experimentalmente se ha observado que
los oligoquetos son necesarios como hospederos intermediarios pero los peces como
segundos hospederos intermediarios no, ya que se la logrado infectar a ranas y
serpientes con oligoquetos infectados con L3. También existe la infeccion accidental

en humanos (Figura 15) (Panesar y Beaver, 1979; Anderson, 2000; Xiong et al., 2009).
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Figura 13. Microscopia electrénica de barrido de Eustrongylides sp. larva cuarto estadio. A, Vista
apical de la region cefdlica, los cuadros senalan las seis papilas que forman el primer circulo
alrededor de la boca, las flechas las ocho papilas del segundo circulo y los tréboles las seis del
tercer circulo; B, vista apical de la regidn cefalica, las flechas sefialan la hilera de papilas somaticas
qgue recorren el cuerpo; C, detalle del extremo posterior; D, vista general de la regién posterior
donde se observan las estrias transversales de la cuticula.
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0.3 mm

0.5 mm

0.5 mm

Figura 14. Microscopia 6ptica de Eustrongylides sp. larva cuarto estadio. A, vista lateral de la
region anterior de una hembra; B, vista ventral de la regién posterior de una hembra; C, vista
lateral de la regién posterior de un macho. AN= anillo nervioso, B= bursa, E= eséfago, OC= orificio
cloacal, PC, papilas cefalicas, R= recto, V= vulva.
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Hospedero A /.. Hospedero definitivo Huevos @
. L4/ Adulto en estomago no embrionados

accidental /

‘Segundo hospedero intermediario
Desarrollo a L4

Hospederos paraténicos

Primer hospedero intermediario
Desarrolloal2yL3

Figura 15. Desarrrollo y transmisidon de Eustrongylides spp. de acuerdo con Anderson (2000) y
Xiong et al., (2009). Ver detalles en texto. llustraciones realizadas por MGVA.
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7.2.3.2 Rhabdias n. sp.

Clase: Chromadorea Inglis 1983

Subclase: Plectia Hodda 2007

Superorden: Rhabditica Hodda 2007

Orden: Panagrolaimida Hodda 2007

Suborden: Panagrolaimina Hodda 2007

Superfamilia: Strongyloidoidea Chitwood y MacIntosh 1934
Familia: Rhabdiasidae Railliet 1916

Género: Rhabdias Stiles y Hassall 1905

Rhabdias n. sp.

Habitat: Pulmones
Estadio: Adulto
Localidad: Lago de Atotonilco y Lago de Chapala (Ocotlan)

Descripcion general: Nematodos pequefios. Extremo anterior truncado, extremo
posterior cdnico. Cuerpo cubierto completamente por cuticula, a excepcion de la
placa cefalica y el extremo de la cola, ensanchada hacia la regién posterior del cuerpo.
Abertura oral angosta rodeada por cuatro labios poco desarrollados (dos subdorsales
y dos subventrales) y dos pseudolabios laterales. Cada labio posee una papila sencilla
pequefia. Utero lleno con numerosos huevos, ovalados, larvados, cubiertos por una

cuticula delgada (Figura 18).

Diagnosis (basada en 10 individuos gravidos: uno del lago de Atotonilco y nueve del
lago de Chapala en Ocotlan, valores dados en mm, salvo excepciones sefialadas):
Longitud del cuerpo 3.52+1.07 (1.69-4.8), anchura maxima de 0.29+0.02 (0.25-
0.34). Esofago con forma de cachiporra de 0.45+0.02 (0.42-0.52) de largo por 39.68 *
9.85 (30-50) um de ancho en la region anterior, 40.31+2.47 (37.5-42.5) pm en la
region muscular y 37.5+8.75 (27.5-50) pm en la region glandular. Bulbo esofagico de
67.77¥4.91 (62.5-75) pm de ancho. Anillo nervioso a 0.17+0.01 (0.15-0.19) del
extremo anterior. Vulva post-ecuatorial a 2.28+0.73 (1.1-3.17) del extremo anterior
del cuerpo, 64.51+3.87 (56.08-69.93) % de la longitud total del cuerpo. Labios
vaginales indistinguibles. Cola cdnica 0.16+0.02 (0.12-0.21) del ano al extremo
posterior, con el final puntiagudo. Utero lleno con numerosos huevos, ovalados,
larvados, cubiertos por una cuticula delgada. Tamafio de huevos 85+3-53 (80-90) um

de largo por 49+4.44 (40-55) um de ancho (n=20) (Figura 19).
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Comentarios taxondémicos: Nuestro material no pudo ser asignado a alguna especie
puesto que sus caracteres no corresponden con ninguna registrada previamente en
México. La especie mas parecida es Rhabdias ranae, con la cual comparte los
siguientes caracteres: seis labios (cuatro submediales y dos laterales), vulva
postecuatorial, distribucion neartica y parasita de ranidos (Martinez-Salazar, 2008).
Sin embargo, de acuerdo con la redescripcion de Kuzmin et al. (2003), nuestro
material es mucho mas pequefio que R. ranae 3.52 (1.69-4.8) mm vs 6.61 (4.99-8.24)
mm respectivamente, caracter sumamente importante en la taxonomia de este
género (Martinez-Salazar, 2008).

Cabe sefalar que por un largo periodo, la mayoria de los ejemplares de
Rhabdias spp. encontrados en anfibios Norteamericanos (excepto sapos) eran
identificadas como R. ranae. Sin embargo, muchos de dichos registros han sido
confusiones con otras especies como R. joaquinensis y las recientemente descritas R.
ambystomae y R. bakeri determinados tanto morfolégica como molecularmente
(Kuzmin et al, 2003; Tkach et al.,, 2006; Dare et al., 2008) y segun los datos de
distribuciéon de R. ranae, esta especie es mas comun en ranas del norte de Estados
Unidos y Canada que en el Sur de Estados Unidos (Kuzmin et al., 2003).

Por otro lado, en México varios de los registros de R. ranae ya han sido
refutados por Martinez-Salazar (2008). Los que contindan siendo validos, segun
Martinez-Salazar (2008) (Tabla 17), no corresponden con nuestro material, de
acuerdo con los analisis de Neighbor joining que realizamos con un fragmento de COI
de la mitocondria (fragmento de primers JB3 y |B 4.5) (metodologia en Apéndice III)
(Figura 16). En este analisis nuestra especie se separa del resto de los ejemplares de
Rhabdias cf. ranae y con una distancia genética mayor al 2% con respecto a las demas
especies, lo cual seguin la evidencia encontrada por Avise (2000; ver Hebert et al,
2003) y Velarde-Aguilar (2011), sugiere que se trata de especies distintas.
Desafortunadamente Martinez-Salazar (2008) no proporciona datos morfométricos
de los ejemplares de Rhabdias cf. ranae analizados en su trabajo, por lo que no fue
posible comparar nuestro material desde este punto de vista.

Por otro lado, cuando se compar6 la secuencia ITS1-ITS2/5.8S de nuestro
material con R. ranae, R. bakeri y R. joaquinensis provenientes de Estados Unidos,

siendo estas dos ultimas muy parecidas a R. ranae. Queda claro que Rhabdias n. sp. de
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L. megapoda que caracterizamos ahora son independientes de todas estas especies
(metodologia en Apéndice III).

En conclusion, dado que los ejemplares recolectados son genéticamente
distintos a las especies con las que presenta parecido morfolégico de México y
Estados Unidos y considerando que es la primera vez que se registra Rhabdias spp. en

este hospedero y localidad, podemos sugerir que es una especie nueva.

R. cf. ranae de Lithobates cf. forreri, Nay.
97

R. cf. ranae de Lithobates cf. magnaocularis, Nay.

85 R. cf. ranae de Lithobates zweifeli, Playitas Mich.

E R. cf. ranae de Lithobates sp., Zihuaquio Gro.
R. cf. ranae e Lithobates zweifeli, Vallecitos Gro

100
s R. Cf. ranae de Lithovates zweiteli, Rio Amacuzac Mor.
 P— R, n sp. de Lithobates megapoda, Lago de Chapala, Jal.
— R, peninsulari T
. peninsularis de pseudacris regila, Catavina BC.
R. sp. det , Jal
Entomelas floresvillelai
0.01

Figura 16. Filograma de Neighbor joining de secuencias parciales de COl de Rhabdias spp.
obtenidas de Martinez-Salazar, 2008 y del presente estudio. En los nodos se muestran valores de
bootstrap >70%.

Rhabdias sphaerocephala
100 _L Rhabdias bakeri
81 Rhabdias pseudosphaerocephala

g9 Rhabdias n sp.

| Rhabdias joaquinensis

Rhabdias ranae

0.005

Figura 17. Filograma de Neighbor joining de secuencias parciales de ITS/5.8S ADNTr. Las secuencias
incluyen Rhabdias sphaerocephala (DQ845739), Rhabdias bakeri (JX826433), Rhabdias
pseudosphaerocephala (DQ845734), Rhabdias n. sp. (presente estudio), Rhabdias joaquinensis
(JX826443) y Rhabdias ranae (DQ264769). En los nodos se muestran valores de bootstrap >70%.
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Desarrollo y transmision: Rhabdias ranae es un nematodo que incorpora una fase
de vida libre, asi como una fase parasitaria, ambas ejemplificadas por adultos
separados. La fase parasitaria es hermafrodita protandrica; se inicia como un macho y
mas tarde se transforma en una hembra. Usa el esperma almacenado de su existencia
sexual inicial para fertilizar los dvulos de su forma sexual posterior. Las capsulas de
huevos producidos por fertilizacion son liberados por la ahora-hembra en los
pulmones, pasan por la traquea y entran al intestino, donde eclosionan y se
transforman en larvas rabditiformes. La defecacion libera a las larvas al exterior
donde sufren cuatro mudas, convirtiéndose en machos y hembras adultos de vida
libre. Después de la copula, las hembras de vida libre producen capsulas de huevos
(6vulos fertilizados), algunos de los cuales nacen dentro de las hembras y consumen
los tejidos de la madre. Estas larvas emergen como filariformes y penetran en la piel
de los hospederos adecuados. Las larvas se abren camino a los pulmones, donde se
convierten en los adultos hermafroditas protandricos (primero se desarrollan los
machos y después las hembras). Este ciclo de vida demuestra la relacién y la posible
evolucion de los nematodos parasitos a partir de los de vida libre sugiriendo que
pudo haber etapas de transicion entre vida libre y existencias parasitarias (Figura 20)

(Gendron et al., 2003).

Figura 18. Microscopia Electréonica de Barrido de Rhabdias n. sp. A, vista general de la regién
posterior; B, vista apical de la region cefdlica. L= labios, P= pseudolabios.
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0.1 mm

0.05 mm

Figura 19. Microscopia 6ptica de Rhabdias n. sp. A, vista lateral de la regidén anterior de una
hembra; B, vista lateral de la zona vulvar; C, vista lateral de la regidn posterior; D, Huevo larvado.
AN= anillo nervioso, BE= bulbo esofagico, V= vulva.
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Fase paraS|ta

Figura 20. Desarrollo y transmisidon de Rhabdias ranae. (1) La larva infectiva penetra la piel del
hospedero (2) migra hacia los pulmones (3) se convierte en hermafrodita protandrico (4) produce
huevos que viajan a la traquea (5) mudan a larva y salen con las heces (6) en el suelo se
desarrollan a hembra y macho, se aparean, las larvas ovoviviparas escapan de las hembras y son
infectivas (Gendron et al., 2003). Ver mas detalles en texto. llustraciones realizadas por MGVA.
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7.2.3.3 Contracaecum sp.

Orden: Spirurida Raillet 1914

Suborden: Ascaridina Inglis 1983

Superfamilia: Ascaridoidea Baird 1853 (Skryabin 1915)

Familia: Anisakidae Railliet y Henry 1912 (Skryabin y Karokhin 1945)
Género: Contracaecum Railliet y Henry 1912

Contracaecum sp.

Habitat: Enquistado en diversos 6rganos internos y libre en intestino posterior.
Estadio: Larva tercer estadio

Localidad: Lago de Atotonilco y Lago de Chapala (Tizapan y Ocotlan)

No. CNHE: 9167-9169

Descripcion general: Nematodos de color blanquecino, con la cuticula
transversalmente estriada a lo largo de todo el cuerpo, mas marcada hacia los
extremos del cuerpo. El extremo anterior es redondeado y se observa un pequefio
diente larval caracteristico de la familia Anisakidae. La boca es terminal, rodeada por
tres labios poco desarrollados. El anillo nervioso esta situado en la parte anterior del
esofago y el poro excretor en la base del diente larval. El ciego intestinal es largo,
aunque ligeramente mas pequefio que el es6fago, y se encuentra direccionado hacia la
region anterior. El ventriculo es pequefio y redondo, con un apéndice ventricular

corto, en el extremo posterior se encuentra una cola conica, con dos glandulas anexas,

no muy alargada y con punta mucronada (Figuras 21y 22).

Diagnosis (basada en 10 individuos: cinco del lago de Atotonilco y cinco de Chapala
[cuatro de Ocotlan, una de Tizapan]; valores dados en mm, salvo excepciones
sefialadas): Las larvas se encontraban dentro de la vaina cuticular de la segunda
muda; su cuerpo sin la cuticula vieja fue de 21.80+4.00 (16.64-27.66) de largo con un
ancho maximo de 0.69+0.09 (0.58-0.83). Entre los labios ventro-laterales esta
situado un diente cefalico de 9.11 + 0.91 pm (8.68-10.85) de largo. El anillo nervioso
esta localizado a 0.29+0.02 (0.24-0.33) del extremo anterior. El eséfago tiene
2.18+0.31 (1.84-2.72) de largo por 0.08+0.02 (0.05-0.15) de ancho. El ventriculo tiene
0.13+0.02 (0.09-0.15) de largo por 0.10+£0.02 (0.08-0.14) de ancho y separado del
esofago por una ligera constriccion. El apéndice ventricular esta direccionado
posteriormente, 0.41+0.07 (0.33-0.53) de largo por 0.08+0.01 (0.66-0.09) de ancho.
El ciego intestinal es 1.65+0.28 (1.26-1.95) de largo por 0.17+£0.02 (0.12-0.22) ancho.
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El final del ciego intestinal hasta la extremidad posterior es de 19.41+3.83 (13.93-
24.85). La relacion de la longitud del ciego intestinal y el apéndice ventricular es de
3.97+0.55 (3.25-4.87) y de la longitud del ciego y largo del esofago de 0.75+0.05
(0.68-0.88). La cola es conica con 0.12+0.01 (0.10-0.16) del ano al extremo posterior.

Comentarios taxonomicos: El género Contracaecum fue establecido por Railliet y
Henry en 1912 y la especie tipo es Contracaecum microcephalum Rudolphi, 1809. Los
caracteres dignosticos del género son: ventriculo con apéndice posterior, ciego
intestinal presente, poro excretor en el margen distal de la regidn cefalica, presencia
de un collar cuticular plegado en el margen distal de la regién cefalica, y son parasitos
de reptiles, aves y mamiferos acuaticos (Gibbons, 2010).

De acuerdo con las caracteristicas que presenta nuestro material se incluy6 en
el género Contracaecum, ya que coincide con los principales rasgos taxonomicos,
como lo son: la presencia del poro excretor a la altura de los labios ventrales y su tubo
digestivo caracteristico (ventriculo, apéndice ventricular y ciego intestinal
proyectado anteriormente). La larva de Contracaecum no pudo ser identificada a
nivel especifico debido a que los 6rganos reproductivos no estaban completamente
desarrollados, los cuales son utilizados para dicha caracterizacion.

Es importante sefialar que se encontraron nematodos libres en el intestino
posterior, los cuales presentan un tamafio mucho mas pequefio que los enquistados y
fueron asignados a este género debido a la presencia del diente cefalico (no se

tomaron en consideracion para la caracterizacidn).

Registros previos: La larva 3 de este nematodo ya ha sido registrada con
anterioridad en L. megapoda, en la localidad del Lago de Cuitzeo, Michoacan. Ademas
de dicho hospedero los registros que existen en anuros son los siguientes: Lithobates
cf. forreri en San Pedro de las Playas (Laguna de Tres Palos), Guerrero. Rhinella
marina en Presa Cerro de Oro, Oaxaca y en Lithobates vaillanti en Laguna Escondida,
Veracruz (en Paredes-Calderon et al., 2008). También se tienen registros en el lago de
Chapala, Jalisco, pero en dos especies de culebras acuaticas (Thamnophis eques y
Thamnophis melanogaster (Jiménez-Ruiz et al., 2002)) y de los peces Ictalurus dugesii,

Chapalichthys encaustrus'y Poecilia sphenops (en Salgado-Maldonado, 2006).
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Desarrollo y transmision de Contracaecum rudolphii: Dilucidado
experimentalmente por Moravec (2009): Los hospederos definitivos de los miembros
del género Contracaecum son aves y mamiferos piscivoros asociados con agua dulce y
salada. Los parasitos viven en el estdmago y se alimentan de la ingesta del hospedero.
Los huevos sin embrion son depositados por la hembra en el estomago, y salen al
exterior a través de las heces del hospedero. En el agua, los huevos embrionados se
desarrollan al primer estadio larvario (L1). Posteriormente se lleva a cabo el
desarrollo del segundo estadio larvario (L2), el cual tiene un diente cuticular en la
region oral, y por ultimo a un tercer estadio larvario (L3), en el que conserva la
cuticula del segundo estadio. Esta larva no nada y en condiciones de laboratorio se
observo que mantienen su cola adherida a la parte inferior del recipiente que las
contiene y enderesan su cuerpo intensamente, presumiblemente estimulando la
depredacion por copépodos. Esta larva puede infectar diversos hospederos
invertebrados, particularmente copépodos, en el intestino de estos, penetran a través
de la pared del tracto intestinal y migran hacia el hemocele donde pierden la muda
del segundo estadio y se mueven libremente, dicha penetracion se lleva a cabo con la
ayuda del diente cefalico. Los peces también pueden quedar infectados al consumir
directamente a la L3, por lo que se considera que los copépodos y los peces son
hospederos paraténicos. Se observd que si los peces o aves consumen copépodos
infectados con L3 también pueden adquirir la infeccion. Cuando la larva llega al
intestino del hospedero vertebrado paraténico permanece ahi por un tiempo antes de
penetrar a través de la pared intestinal y entrar a la cavidad del cuerpo, donde se
establece en la superficie del intestino, higado y mesenterios.

Algunas investigaciones en otras especies de Contracaecum indican que larvas L3
pueden pasarse de un hospedero paraténico pez a otro pez, anuro o reptil mediante
depredacion, y también existe la infeccion accidental en humanos (Figura 23)

(Anderson, 2000).
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Figura 21. Microscopia electrdnica de barrido de Contracaecum sp., larva tercer estadio. A, vista
lateral de la region cefalica, la flecha indica el diente cefalico y puede observarse el anillo cuticular
de la regidn cefalica; B, vista apical de la region cefalica, la flecha indica el diente cefalico; C, vista
lateral de la region cefalica, la flecha indica el poro excretor; D, Detalle del poro excretor; E-F,
Vista ventral de la regién posterior, la flecha indica el ano.
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Figura 22. Micoscopia 6ptica de Contracaecum sp., larva tercer estadio. A , vista lateral de la
region cefalica; B, regidon anterior; C, region posterior. AN= anillo nervioso, AV= apéndice
ventricular, Cl= ciego intestinal, DC= diente cefalico, PE= poro excretor, V= ventriculo.
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Figura 23. Desarrollo y transmisidon de Contracaecum spp. de acuerdo con Anderson (2000). Ver
detalles en texto. llustraciones realizadas por MGVA.

64



7.2.3.4 Foleyellides striatus

Orden: Spirurida Railliet 1914

Suborden: Spirurina Railliet y Henry 1915

Superfamilia: Filarioidea Weinland 1858 (Chabaud y Anderson 1959)
Familia: Onchocercidae Lieper 1911 (Chabaud y Anderson 1959)
Género: Foleyellides Caballero 1935

Foleyellides striatus (Ochoterena y Caballero 1932) Caballero 1935

Habitat: Cavidad y mesenterio

Estadio: Adulto

Localidad: Lago de Atotonilco, Lago de Cajititlan y Lago de Chapala (Tizapan y
Ocotlan)

No. CNHE: 9081,9082 y 9162

Descripcion general: Gusanos blancos, cuerpo atenuado en ambos extremos,
hembras mas grandes que los machos. Cabeza redonda sin sobresalir del cuerpo. La
placa cefalica con un eje largo orientado lateralmente midiendo aproximadamente el
doble lateralmente que dorso-ventralmente, ligeramente saliente en los margenes
laterales. Boca pequefia, dorso-ventralmente ovalada, rodeada por un pequeiio anillo
cuticular con dos pequefias estructuras paraestomatales en los margenes laterales.
Cuatro papilas conspicuas en el circulo exterior, dos en cada l6bulo lateral de la
cabeza. El circulo interior con cuatro papilas redondas y dos anfidios inconspicuos.
Cuticula lisa o finamente estriada transversalmente. Ala lateral presente en ambos
sexos y se extiende desde debajo de las papilas cefalicas exteriores hasta cerca de la
punta de la cola. Es6fago dividido en una porcién anterior pequefia muscular y una

region posterior larga glandular. Intestino ampliamente dilatado en su unién con el

esofago, ano evidente y cola con extremo romo redondeado en ambos sexos.

Macho (basado en 15 individuos de las tres localidades: salvo excepciones sefialadas
valores dados en mm): Longitud del cuerpo 15.59+2.66 (9.95-20.05), anchura
maxima 0.28+0.05 (0.18-0.39). Anchura del cuerpo a nivel el anillo nervioso
0.13+0.01 (0.10-0.15), en la unién de la regidon glandular y muscular del esofago
0.14+0.01 (0.11-0.16). Longitud total del esofago 1.49+0.18 (1.05-1.82); region
muscular 0.27+0.04 (0.2-0.35) de largo por 38.39£5.51 (30-50) pum de ancho; region
glandular 1.21+0.16 (0.85-1.55) de largo por 95+23.28 (75-170) um de ancho. Anillo

nervioso a la region anterior 0.23+0.05 (0.15-0.38). Longitud de la cloaca al extremo
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posterior 76.33+11.45 (62.5-105) pm. Papilas caudales grandes, sésiles y
mamiliformes; un par preanal, tres pares postanales. Posee una placa ventral
cuticularizada ubicada inmediatamente anterior a las papilas precloacales. Espicula
derecha 236.96+22.89 (200-275) um de largo por 17.85%£4.78 (12.5-25) um de ancho
en la base; espicula izquierda 429.77+32.94 (375-472.5) um de largo por 13.86 *
2.58 (10-17.5) pm de ancho en la base. Ala lateral que abarca todo el cuerpo,

volviéndose mas ancha en la region de la cola (Figuras 24 y 26).

Hembra: (basado en 15 especimenes gravidos de las tres localidades: salvo
excepciones sefialadas valores dados en mm): Longitud del cuerpo 4.64+0.95 (2.5-
5.9) cm, anchura maxima 0.56+0.11 (0.31-0.71). Anchura a nivel del anillo nervioso
0.16+0.02 (0.13-0.19), en la uni6én de la region muscular y glandular esofagica
0.18+0.02 (0.15-0.22), en la vulva 0.35%£0.05 (0.27-0.47). Longitud total del esofago
1.76£0.15 (1.57-2.16); region muscular 0.32+£0.04 (0.23-0.37) largo por 45.83+5.48
(37.5-57.5) um de ancho; region glandular 1.43+0.15 (1.27-1.85) de largo por 98.16+
14.49 (75-130) um de ancho. Anillo nervioso al extremo anterior 231.33%+26.69
(175-275) pm. Vulva ligeramente saliente 1.15+0.14 (0.93-1.43) del extremo
anterior. Vagina usualmente orientada anteriormente y se enrolla en la porcién
glandular del eso6fago. Longitud de cola 359.33+42.33 (250-400) pm. Ala lateral
conspicua (Figuras 25y 26).

Comentarios taxonomicos: Foleyellides striatus fue descrito originalmente como
Chandlerella striata Ochoterena y Caballero, 1932 del mesenterio de Lithobates
montezumae del lago de Xochimilco, D. F. Posteriormente Caballero (1935) estudio el
material anteriormente mencionado y erigio el género Foleyellides para transferirlo y
lo renombré como F. striatus. Subsecuentemente fue incluido dentro del género
Foleyella Witenberg y Gerichter, 1944 y Waltonella Bain y Prod’hon, 1974. Luego
Esslinger (1986) redescribe el material tipo de F. striatus y reinstituye a Foleyellides
como un género valido.

Nuestro material fue asignado a F. striatus debido al patréon de las papilas
caudales de los machos, puesto que es la Unica especie que posee un par de papilas

preanales y tres pares de papilas postanales.
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Este género ha sido poco estudiado en México puesto que hasta hace poco
existian registros de una sola especie (F. striatus) a lo largo de todo el pais. Sin
embargo, recientemente a partir de recolectas nuevas y examenes morfologicos
detallados, se han encontrado especies nuevas, ejemplo de esto son los trabajos de
Romero-Mayen (2011) en Lithobates psilonota de Atenquique y Zapopan, Jalisco y

Ruiz-Torres (2013) en Rhinella marina de Laguna de Coyuca, Guerrero.

Registros previos: Foleyellides striatus ha sido registrado en Lithobates montezumae
del Lago de Xochimilco, D. F., en L. montezumae de la Ciénaga de Lerma en el Estado
de México. En L. cf. forreri de la Laguna de Tres Palos en San Pedro de las Playas,
Guerrero. En Michoacan se ha registrado en L. megapoda en el Lago de Cuitzeo, L.
dunni en el lago de Zacapu y Lithobates sp. de una localidad desconocida. En Quintana
Roo, se registro en L. brownorum de las localidades de Juan Sarabia y Nuevo Paraiso
(Juarez-Teran, 2011). En Sinaloa de localidades desconocidas se ha encontrado en L.
forreri y L. magnaocularis. En Sonora se tiene a L. tarahumarae de la localidad de
Yécora. Paredes-Calderdn et al.,, 2008, a menos que se sefiale otra fuente).

Desarrollo y transmision de Foleyella flexicauda: No se conoce el desarrollo y
transmision de los nematodos del género Foleyellides, por lo que a continuacién se
menciona el de un género relacionado. Foleyella flexicauda es un parasito del
mesenterio y cavidad corporal de Lithobates catesbeianus. El mosquito Culex territans
ha demostrado ser un hospedero intermediario debido a que se alimenta de ranas. La
microfilaria se encuentra en los vasos sanguineos de la rana, el mosquito las succiona
al alimentarse de la rana, y ésta invade el hemocele, donde se lleva a cabo el
desarrollo a larva segundo y tercer estadio. La larva en tercer estadio migra hacia la
cabeza del mosquito y las ranas son infectadas cuando el mosquito se alimenta de

ellas (Figura 27) (Anderson, 2000; Benach y Crans, 1973).
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50 um

Figura 24. Microscopia electrénica de barrido de Foleyellides striatus, macho. A, vista apical de la
region cefalica donde se aprecian dos circulos de papilas con cuatro papilas cada uno; B, detalle
de la placa cefalica donde se observa el anfidio; C, vista ventral de la region posterior; D, Vista
ventral de la regién posterior; E, vista lateral de la regidén posterior. AL= ala lateral, AN= anfidio, E=
espicula, OC= ornamentacion cuticular, PC= placa cuticularizada, PP= papilas postanales, PPr=
papilas preanales.
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Figura 25. Microscopia electrdnica de barrido de Foleyellides striatus, hembra. A, vista apical de la
region cefdlica; B, detalle de la boca donde se observa un anillo cuticular que rodea la abertura
oral y dos estructuras parastomatales en cada extremo; C, vista apical de la regién cefdlica donde
se observa el inicio de las alas sefialadas por flechas; D, Vista lateral de la regidn posterior, donde
se observa el final del ala sefialada por una flecha. AC= anillo cuticular, EP= Estructuras
paraestomatales.
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Figura 26. Microscopia 6ptica de Foleyellides striatus. A, vista lateral de la region anterior de una
hembra; B, vista lateral de la regién posterior de un macho. A= ala lateral, AN= anillo nervioso,
ED= espicula derecha, El= espicula izquierda, IN= intestino, RG= regién glandular del eséfago, RM=
region muscular del esdfago, P= placa cuticularizada, PC= papilas postcloacales, PrC= papilas
precloacales, V= vulva.
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Figura 27. Desarrollo y transmision de Foleyella flexicauda de acuerdo con Benach y Crans, 1973.
Ver detalles en texto. llustraciones realizadas por MGVA.
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7.3 Caracterizacion molecular de los helmintos de Lithobates megapoda

Se obtuvieron 13 secuencias parciales de COI de la regién utilizada para el
Codigo de Barras (fragmento de Folmer), y se distribuyeron como sigue: tres de
Glypthelmins quieta, una de Ophiotaenia sp., ambos platelmintos; para los nematodos
se amplificaron tres secuencias para cada una de estas especies: Contracaecum sp.,
Foleyellides striatus y Rhabdias n. sp.

Esta es la primera vez que se amplifica la region del cddigo de barras para todas
estas especies, aunque, Contracaecum sp. es un caso muy particular porque al
compararse con la secuencia de Contracaecum cf spiculigerum (GenBank CCU57031),
presenta una divergencia genética entre 1 a 0.6%, lo que pudiera sugerir que se trata
de la misma especie segun la evidencia encontrada en otros nematodos, la cual indica
que las diferencias intraespecificas son de un maximo de 2% y que valores mayores a
ésto representa variacion interespecifica (Velarde-Aguilar, 2011). Sin embargo, no es
posible asegurarlo dado que no se pudieron observar los caracteres morfoldgicos
diagnosticos, y ademas, no existe una evidencia robusta de las divergencias genéticas
intraespecificas e interespecificas para helmintos. Por otro lado, F. striatus y Rhabdias
n. sp., son caracterizados molecularmente por primera vez (GenBank, 2014).

Hubo una congruencia morfolégica y molecular con F. striatus (divergencia
genética 0-0.4%), apoyando que los ejemplares de las tres localidades del presente
estudio pertenecen a la misma especie. Los ejemplares de Contracaecum sp. de
Atotonilco y Chapala, también poseen una divergencia genética intraespecifica que
sugiere pertenecen a la misma especie (0-0.2%). Por ultimo, las tres secuencias de
Rhabdias n. sp. fueron idénticas (0% de divergencia genética) (Figura 28).

Con respecto a los platelmintos, se obtuvieron secuencias de Unicamente dos
especies y no se pudieron realizar analisis comparativos significativos, ya que son de
clases distintas. Las tres secuencias de Glypthelmins quieta no presentaron diferencias
entre si y Ophiotaenia sp. aparece como grupo hermano de estas (Figura 29).

Los ejemplares de Eustrogylides sp. y Polymorphidae gen. sp. no pudieron ser
caracterizados molecularmente, el primero debido a que se obtuvieron co-
amplificaciones del hospedero, y del segundo no se recolecté suficiente material para

realizar este estudio.
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Figura 28. Filograma de Neighbor joining de la regién COI del cédigo de barras de los nematodos
caracterizados molecularmente en el presente estudio. Como grupo externo se utilizd a
Platycoma sp. KC015000. En los nodos se muestran valores de bootstrap >70%.
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Figura 29. Filograma de Neighbor joining de la regién COI del cédigo de barras de los platelmintos
caracterizados molecularmente en el presente estudio. Como grupo externo se utilizd a
Diplostomum baeri F1477194. En los nodos se muestran valores de bootstrap >70%.

7.4 Caracterizacion de las infecciones
Poblacion del Lago de Atotonilco, Jalisco

En esta localidad se recolectaron 12 hospederos (hembras y machos, adultos y
juveniles). De éstos, se obtuvieron un total de seis especies de helmintos. El grupo
mas abundante fue el de los nematodos con cuatro especies, seguido de los
trematodos y acantocéfalos con una especie cada uno.

Esta localidad no habia sido estudiada helmintolégicamente para ningin
grupo de hospedero, por lo que se presentan seis nuevos registros de localidad y dos
nuevos registros de hospedero.

Los helmintos con mas representatividad fueron Contracaecum sp. y F. striatus,
presentes ambos en el 100% de los hospederos estudiados con una abundancia de
6.58 gusanos por rana revisada, e intensidad promedio de 10.16 gusanos por rana
infectada. Los menos representados fueron Glypthelmins quieta, Rhabdias n. sp. y

Polymorphidae gen. sp. parasitando a un hospedero con un solo ejemplar (Tabla 7).

73



Tabla 7. Caracterizacion de las infecciones de helmintos registrados en L. megapoda del Lago de
Atotonilco, Jal.

Helminto RP NH % Ab I I-1

Glypthelmins quieta* 1 6 8.3 0.5 6 0-6
Contracaecum sp.* 12 79 100 6.58 6.58 1-25
Eustrongylides sp.* 6 26 50 2.16 4.33 1-9
Foleyellides striatus* 12 122 100 10.16 10.16 1-18
Rhabdias n. sp.*$ 1 1 8.3 0.083 1 0-1
Polymorphidae gen. sp.§* 1 1 8.3 0.083 1 0-1

RP = Ranas parasitadas, NH= Numero de helmintos, %= Prevalencia, Ab= Abundancia, I= Intensidad

promedio, I-1= Intervalo de intensidad, *nuevos registros de localidad, §nuevos registros de hospedero.

La curva de acumulacion de especies para los hospederos del Lago de Atotonilco,
Jalisco, se muestra estabilizada a partir del hospedero niimero cuatro, por lo que se
considera que el muestreo fue suficiente para tener una muestra representativa de la

helmintofauna de L. megapoda en dicha localidad (Figura 30).

Lago de Atotonilco

Especies de helmintos
o - N w H wv (<)} ~
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No. de hospederos

Figura 30. Curva de acumulacién de las especies L, megapoda en la localidad del Lago de
Atotonilco, Jalisco. En el eje de las X se muestra el nimero de hospederos revisados y en el de las
Y el No. de especies de helmintos observadas en cada hospero.

Poblacion Lago de Cajititlan, Jalisco

En esta localidad se recolectaron cinco hospederos (hembras y machos
adultos). De éstos se obtuvieron tres especies de helmintos; dos del phylum
Nematoda y uno de la clase Cestoidea (Tabla 9).

El Lago de Cajititlan no habia sido estudiado helmintol6gicamente para ningtin
grupo de hospedero, por lo que se presentan tres nuevos registros de localidad y un

nuevo registro de hospedero.
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Los helmintos que presentaron mayor prevalencia y abundancia fueron
Eustrongylides sp. y Foleyellides striatus presentes en todos los hospederos con un
promedio de 34.6 y 22 gusanos por rana revisada, respectivamente. Ophiotaenia sp.
por su parte, se registro en dos hospederos, con valores de 1.2 y 3 de abundancia e

intensidad promedio, respectivamente (Tabla 8).

Tabla 8. Caracterizacion de las infecciones de helmintos registrados en L. megapoda del Lago de

Cajititlan, Jal.
Helminto RP NH % Ab I I-1
Eustrongylides sp.* 5 173 100 34.6 34.6 14-55
Foleyellides striatus* 5 110 100 22 22 2-49
Ophiotaenia sp.§* 2 6 40 1.2 3 1-5
RP = Ranas parasitadas, NH= Numero de helmintos, %= Prevalencia, Ab= Abundancia, I= Intensidad
promedio, I-1= Intervalo de intensidad, *nuevo registro de localidad, §nuevo registro de hospedero.

La curva de acumulacion de especies de la localidad del Lago de Cajititlan, Jalisco,
muestra que el numero de helmintos encontrados en el segundo hospedero se
mantuvo constante en el resto de ranas. Sin embargo, dado el bajo numero de
hospederos estudiados es poco probable que la helmintofauna de L. megapoda esté

bien representada en el presente muestreo (Figura 31).
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Figura 31. Curva de acumulacién de las especies L. megapoda en la localidad del Lago de
Cajititlan, Jalisco. En el eje de las X se muestra el nUmero de hospederos revisados y en el de las Y
el No. de especies de helmintos observadas en cada hospero.

75



Poblacion del Lago de Chapala, Jalisco

En esta localidad se recolectaron 13 hospederos (hembras y machos, adultos y
juveniles), 10 de ellos en la localidad de Ocotlan y tres en Tizapan el Alto, las cuales se
localizan al Norte y Sur del Lago respectivamente. De estas se obtuvieron un total de
seis especies de helmintos. El grupo mas abundante fueron los nematodos con cuatro
especies, seguidos por los trematodos y acantocéfalos con una especie cada uno
(Tabla 9).

El Lago de Chapala ya ha sido objeto de estudio para varios grupos de
hospederos, por lo que se sélo tenemos cinco nuevos registros de localidad y dos
nuevos registros de hospedero.

La especie de helminto mas importante en términos de prevalencia y
abundancia es Contracaecum sp. con el 84.6% de hospederos infectados y un
promedio de 10 individuos por rana recolectada y 11.81 nematodos por rana
infectada. Glypthlemins quieta, Rhabdias n. sp. y Polymorphidae gen. sp. parasitaron a
un solo hospedero, y de ellos G. quieta presenté la abundancia e intensidad mas alta

con 9.3 gusanos por rana recolectada y 121 gusanos en la rana infectada.

Tabla 9. Caracterizacion de las infecciones de helmintos registrados en L. megapoda del Lago de

Chapala, Jal.

Helminto RP NH % Ab I I-1
Glypthelmins quieta’ 1 121 7.7 9.3 121 0-121
Contracaecum sp. * 11 130 84.6 10 11.81 2-42
Eustrongylides sp. * 8 49 61.5 3.76 6.12 1-26
Foleyellides striatus* 8 93 61.5 7.15 11.62 2-51
Rhabdias n. sp.§*" 1 30 7.7 2.30 30 0-30
Polymorphidae gen sp.§"‘II 1 25 7.7 1.92 25 0-25

RP = Ranas parasitadas, NH= Numero de helmintos, %= Prevalencia, Ab= Abundancia, I= Intensidad
promedio, I-I1= Intervalo de intensidad, *nuevos registros de localidad, $Snuevos registros de hospedero,
fRegistrada tinicamente en Ocotlan, Jal.

En la grafica se llega a una estabilizacion hacia el hospedero nueve, pero es
probable que no exista una buena representatividad de la helmintofauna del Lago de

Chapala en el presente estudio, dada la enorme extension del lago (Figura 32).
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Figura 32. Curva de acumulacidon de las especies L. megapoda en la localidad del Lago de Chapala,
Jalisco. En el eje de las X se muestra el nimero de hospederos revisados y en el de las Y el No. de
especies de helmintos observadas en cada hospero.

En el caso de las tres ranas recolectadas en Tizapan el Alto se registré a
Eustrongylides sp. presente en dos ranas, con 2.33 individuos por rana revisada.
Foleyellides striatus parasitd a una rana con cuatro gusanos, y Contracaecum sp.
parasito a dos ranas con un promedio de un individuo por rana revisada. Debido a los
bajos valores encontrados y que no se encontré una fauna helmintologica distinta a

Ocotlan, se decidid juntar ambas recolectas para realizar todos los analisis ecologicos.

Comparacion de las infecciones entre localidades

Un total de 972 helmintos fueron recolectados de las ranas de las tres
localidades. La composicion de helmintos estuvo numéricamente dominada por
nematodos (813 individuos), seguido de platelmintos (127 digéneos y seis céstodos)
y acantocéfalos (26 individuos)

Las especies que estuvieron presentes en todas las localidades fueron los
nematodos Foleyellides striatus y Eustrongylides sp. y también los que presentaron el
mayor numero de individuos con 325 y 248 respectivamente. Asimismo Ophiotaenia
sp. fue el Unico helminto presente en una sola localidad (Cajititlan), y a su vez la que
presentd el menor nimero de individuos con seis.

Foleyellides striatus estuvo presente en el 83.3% de las ranas revisadas y en
seguida Contracaecum sp. en el 76.6%; por su parte, Polymorphidae gen. sp., Rhabdias
n. sp. y Glypthelmins quieta fueron las menos presentes con el 6.6%. La abundancia
mas alta se registré en Cajititldn con 34.6 correspondiente a Eustrongylides sp. y la

mas baja en Atotonilco con 0.083 para Polymorphidae gen. sp. y Rhabdias n. sp.
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7.5 Comunidades de helmintos

7.5.1 Componente de comunidad

El componente de comunidad de helmintos que registré los mayores niveles
para los atributos calculados fue el de los hospederos del Lago de Chapala, como
resultado de la menor dominancia ejercida por el nematodo Contracaecum sp. en este
sistema; de la misma forma, las abundancias proporcionales de las especies de
helmintos en las ranas de esta localidad, fueron las mas homogeneas, lo que incidié

sobre el mayor valor de diversidad registrado en éstas (Tabla 10).

Tabla 10. Componente de comunidad de helmintos de L. megapoda en las tres localidades del
presente estudio.

Atributos Lago de Atotonilco  Lago de Cajititlan Lago de Chapala
Hospederos examinados 12 5 13
Hospederos parasitados 12 5 13
Riqueza 6 3 6
Abundancia 253 289 448
Diversidad de Brillouin 1.517 1.065 2.29
Equidad de Simpson 0.42 0.66 0.75
Especie dominante Foleyellides striatus Eustrongylides sp.  Contracaecum sp.
Indice de Berger Parker 0.51 0.59 0.29

De la misma forma, la riqueza reducida en los componentes de comunidad de
los hospederos del lago de Cajititlan aunada a la dominancia de las larvas de
Eustrongylides sp. en las ranas (0.59), se refleja en la menor diversidad alcanzada en
esta localidad; en cuanto a la equidad, se registran valores altos (0.66), lo que estaria
indicando que las especies del componente de comunidad son igualmente
abundantes, lo cual pareciera contradecir a los valores de dominancia encontrados;
sin embargo, ésto puede explicarse debido a que dos de las tres especies registradas
en esta localidad presentan valores de abundancia muy similares (173 individuos de
Eustrongylides sp. vs 110 individuos de F. striatus).

En el lago de Atotonilco el nematodo F. striatus es la especie que ejerce la
mayor dominancia y al mismo tiempo se presenta una equidad baja porque la
diferencia entre la especie dominante y las especies menos abundantes es muy
grande (122 individuos vs un individuo, respectivamente), lo que determina el

reducido valor de diversidad registrado (Tabla 10).
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En los tres ambientes la totalidad de hospederos estuvieron parasitados y la
dominancia fue ejercida por nematodos (dos en estado larvario y un adulto), con vias

de infeccién distintas.

7.5.2 Infracomunidades

Tabla 11. Estructura de las infracomunidades de helmintos de L. megapoda en las localidades del

presente estudio.

Atributos Lago de Atotonilco Lago de Cajititlan Lago de Chapala
n=12 n=>5 n=13
Riqueza 2.75%0.75 (2-4) 2.4+0.54 (2-3) 2.30+0.85 (1-3)
Abundancia 19.58+10.68 (4-44) 57.8415.41 (40-77)  34.46+54.42 (1-202)

Diversidad de Brillouin
Equidad de Simpson
indice de Berger-Parker
Especie dominante

% de infracomunidades
que domina
Ranas con 1 especie

Ranas con 2 especies

Ranas con < 2 especies

0.82+0.38 (0.23-1.35)
0.71+0.11 (0.55-0.88)
0.74+0.168 (0.5-0.94)
Foleyellides striatus
66.6
0
5

7

0.79+0.34 (0.18-1.01)
0.72+0.18 (0.53-0.93)
0.74+0.20 (0.56-0.96)
Eustrongylides sp.
60
0
3

2

0.70+£0.44 (0-1.31)
0.55+0.35 (0-0.98)
0.49+0.38 (0-0.86)
Contracaecum sp.

40

3

Se presenta su promedio, desviacién estandar y el rango entre paréntesis

La totalidad de hospederos individuales analizados en este estudio estuvieron
infectados por un intervalo de una a cuatro especies y de uno a 202 individuos.

Las infracomunidades del lago de Atotonilco presentaron mayor numero de
especies por hospedero y al mismo tiempo, el menor nimero de helmintos por rana,
pero dichos parasitos estuvieron distribuidos de una manera mas uniforme, lo que da
como consecuencia una mayor equidad y diversidad.

Para los individuos del lago de Cajititlan se registraron en promedio 57.8
helmintos por hospedero, lo que hace que la localidad tenga las mayores abundancias
y equidades de todas, puesto que las especies de helmintos que las parasitan son casi
igualmente abundantes.

En el lago de Chapala se present6 la menor riqueza de todas las localidades; esta

cifra es el resultado de que para algunas infracomunidades se registr6 solamente una
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especie de helminto, particularmente en las de Tizapan, cosa que no ocurrié con
ninguna de las infracomunidades del resto de las localidades. En este lago también se
presentd la infracomunidad con la mayor abundancia (202 individuos). De manera
comparativa con los otros sitios muestreados, la dominancia fue ejercida por las
cuatro especies que parasitaron a la rana en esta localidad en una proporcion similar
(Contracaecum sp. fue la especie dominante en cuatro infracomunidades, F. striatus
en tres, Eustrongylides sp. en dos y G. quieta en una) lo que trajo como consecuencia
una diversidad relativamente alta, a pesar de que las abundancias proporcionales no
se encuentran distribuidas muy homogéneamente por lo que la equidad posee un
valor bajo, atribuible a la gran diferencia en cuato al nimero de helmintos registrados
en los hospederos individuales, que oscil6 entre un helminto (Contracaecum sp.) y

202 (G. quieta en un solo hospedero) (Tabla 11).

7.6 Andlisis de similitud cuantitativa y cualitativa

En la comparacion de infracomundiades de Atotonilco vs Cajititlan se obtuvo un
promedio de 0.41 para el indice de porcentaje de similitud, con sélo el 30% de los
pares comparados con un valores <0.5. Para el coeficiente de Sorensen calculado para
el mismo par de lagos, el valor promedio fue de 0.57 y el 75% de las
infracomunidades registro valores < 0.5.

En el caso de la similitud entre Chapala y Cajititlan se obtuvo en promedio un
porcentaje de similitud de 0.32 y de Coeficiente de Sorensen de 0.49. Sin embargo, de
las 65 pares de infracomunidades comparadas 15 tuvieron un valor de 0 en ambos
indices. Asi mismo so6lo el 32% de ellas alcanzaron un valor <0.5 para el indice
cuantitativo y 63% para el indice cualitativo.

El analisis de Chapala vs Atotonilco incluyé a 65 pares de infracomunidades, de
las cuales, seis tuvieron valores de 0, el 41.6% registré valores < 0.5 para el
porcentaje de similitud y un valor promedio de 0.42. Para el coeficiente de Sorensen
el 81.4% de las infracomunidades tuvieron un valor < 0.5 y el promedio fue de 0.68.

Los valores con 0 significan que no existen similitudes entre las localidades y 1
indica que son completamente similares, esto tanto para el porcentaje de similitud
como para el coeficiente de Sorensen. De acuero a lo anterior podemos observar en
nuestros resultados que ambos indices fueron muy bajos para todos los pares de

localidades comparados, ya que solo el coeficiente de Sorensen para las localidades
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de Atotonilco vs Chapala registré un valor de 0.6, lo que indica una alta disparidad en

composicion y abundancia de especies entre las localidades estudiadas (Tabla 12).
Audn con estos bajos valores, pordemos observar que las localidades que son

mas parecidas en cuanto a composicion de especies como en abundancias son el Lago

de Atotonilco y Lago de Chapala (Figura 33).

Tabla 12. Patrones de similitud cualitativa y cuantitativa entre las localidades estudiadas

Localidades No. de pares Porcentaje de Coeficiente de
comparados similitud Sorensen
Atotonilco vs Cajititlan 60 0.41 +0.2 (0.35-0.75) 0.57 +0.14 (0.3-0.8)
Chapala vs Cajititlan 65 0.32 £0.27 (0-0.96) 0.49+ 0.3 (0-0.8)
Atotonilco vs Chapala 156 0.42 £ 0.4 (0-0.91) 0.68 +0.24 (0-1)
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Figura 33. Dendrogramas de UPGMA utilizando el indice de similitud de Sorensen (izquierda) y el
porcentaje de similitud (derecha) para las localidades del presente estudio. LA= Lago de
Atotonilco, LCh= Lago de Chapala, Lcaj= Lago de Cajititlan.
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8 DISCUSION

Registro helmintolégico

La helmintofauna de Lithobates megapoda en las tres localidades estudiadas
esta conformada por siete especies de helmintos de las cuales cuatro son nematodos
(Eustrongylides sp., Contracaecum sp., Foleyellides striatus y Rhabdias n. sp.), un
céstodo (Ophiotaenia sp.), un trematodo (Glypthelmins quieta) y un acantocéfalo
(Polymorphidae gen. sp.).

A pesar de que esta especie de rana fue descrita desde 1899, y de la
importancia econdmica y cultural que ha representado para los pobladores locales
desde la época prehispanica, se conoce poco de su helmintofauna. A excepcion de G.
quieta del lago de Chapala, todos los helmintos representan nuevos registros de
localidad para este hospedero. Asimismo, Ophiotaenia sp. y Polymorphidae gen. sp. se
registran por primera vez en este hospedero y Rhabdias n. sp. es una nueva especie
(ver Paredes-Leon et al., 2008).

Los helmintos Eustrongylides sp., Contracaecum sp. y Polymorphidae gen. sp.
se registraron en estadios larvarios, por lo que no pudieron identificarse a nivel
especifico debido a que carecen de los caracteres diagndsticos necesarios. Estas
especies completan sus ciclos de vida en aves piscivoras y las ranas actuarian como
hospederos paraténicos. L. megapoda adquiere la infeccion a través de la ingesta ya
sea de peces o invertebrados (oligoquetos para Eustrongylides y copépodos para
Contracaecum), los cuales son hospederos intermediarios de estos helmintos. Se
considera que las ranas juegan un papel de hospedero paraténico porque algunas
aves incluyen en su dieta también ranas y otros pequenos vertebrados (Anderson,
2000; Nickol et al., 2002; Xiong et al., 2009).

Los parasitos F. striatus, G. quieta y Ophiotaenia sp. son tipicos de anuros, con
mosquitos, moluscos y copépodos respectivamente como hospederos intermediarios
(Leigh, 1946; Benach y Crans, 1973; Anderson, 2000). Por otro lado Rhabdias n. sp.
también es tipica de anuros pero posee un ciclo de vida directo, y llega a su hospedero
a través de penetracion de la piel, despues de una fase de vida libre en el agua

(Gendron et al., 2003).
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Caracterizacion molecular de helmintos

La identificacion de nematodos utilizando caracteres morfologicos es a
menudo complicada, debido a la ausencia de caracteres diagndsticos claros,
especialmente cuando estan basados en microscopia dptica (Powers, 2004; Rodrigues
da Silva et al, 2010). Ademas gran parte de las caracteristicas diagndsticas se
encuentran exclusivamente en los machos, se ha observado gran plasticidad
fenotipica en las poblaciones y también existen especies cripticas (Elsasser et al.,
2009). Asi que frecuentemente los nematodos suelen ser identificados hasta género,
lo cual es una desventaja para los estudios que requieren de la identificacion a nivel
especifico como los estudios de distribucion geografica, y de especificidad
hospedatoria (Anderson, 2000). Es por ello que la incorporacién de caracteres
moleculares como los co6digos de barras genéticos se ha convertido en una
herramienta muy prometedora para este grupo (e. g. Elssaser et al., 2009; Ferri et al.,
2009; Velarde-Aguilar, 2011; Prosser et al., 2013).

Los organismos de cuerpo blando como los platelmintos presentan poca
estabilidad en sus caracteres morfologicos y se pueden presentar variaciones
fenotipicas inducidas por el hospedero (Moszczynska et al., 2009). En este grupo se
han utilizado con éxito los cddigos de barras genéticos para la deteccidn de especies
cripticas (e. g. Locke et al., 2010) y la deteccion de multiples especies (e. g. Lopez-
Caballero et al,, 2013).

La identificacion de los estadios larvarios también presenta dificultad puesto
que la taxonomia esta basada en caracteres de adultos, por lo que no pueden ser
identificados con base en sélo morfologia (Moszczynska et al, 2009; Locke et al.,
2010). Una de las ventajas de los datos moleculares es que proveen un medio para
ligar a los estadios larvarios con adultos conocidos, esto brinda la oportunidad de
conocer mejor la diversidad de helmintos en determinado ecosistema, de
comprender mejor los ciclos de vida y conocer los hospederos definitivos,
intermediarios y paraténicos que intervienen. Ademas se podrian obtener huevos,
larvas o proglotidos de las excretas de los hospederos y realizar estudios
helmintolédgicos sin la necesidad de sacrificar al hospedero o bien, se podrian estudiar
larvas con ciclos de vida libre recolectadas directamente del ecosistema

(Moszczynska et al., 2009).
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Para los helmintos parasitos el uso de cédigos de barras para identificar
estadios larvarios estd en sus etapas iniciales pero ya se han tenido casos exitosos:
algunos ejemplos son el trabajo de Alcantar-Escalera et al., (2013) donde utilizaron
secuencias de COI para ligar a los cistacantos del acantocéfalo Polymorphus brevis
encontrados en peces, con los adultos que parasitan aves piscivoras. Moszczynska et
al., (2009) con el disefio de primers para amplificar la regién del c6digo de barras en
platelmintos lograron obtener buena resolucién a nivel de especie de estadios
larvarios de digeneos particularmente strigeidos. Locke et al., (2010) detectaron 47
especies en metacercarias de diplostomidos de peces de agua dulce.

La identificacion morfolégica de los ejemplares de este estudio y la
caracterizacion molecular son congruentes, de acuerdo a los resultados encontrados
en BLAST (GenBank, 2014) puesto que nuestras secuencias mostraron identidad con
las de 1a misma clase en el caso de Ophiotaenia sp., de familia en el caso de Foleyellides
striatus, de género para Contracaecum sp. y Rhabdias n. sp., y de especie para
Glypthelmins quieta. Para el caso de Ophiotaenia sp. y F. striatus en Genbank no
existen secuencias disponibles para esos géneros. Los ejemplares que no se pudieron
identificar a especie, las secuencias podrian ser utiles en estudios futuros donde se
tenga el adulto (e. g. Contacaecum sp.) y puedan ser ligados. Ophiotaenia sp. podria
ser identificada cuando se cuente con material mejor preservado, o bien podria ser
descrita como una nueva especie.

Los métodos moleculares pueden ayudar a inventariar y comprender la
diversidad biolégica y los roles ecolégicos de los helmintos, pero la identificacion de
estos organismos debe de ser llevada acabo de una manera integrativa, con una

interaccion cercana con la taxonomia tradicional.

Analisis ecoldgico

Lithobates megapoda es una rana altamente acuatica. Los adultos viven en
cuerpos de agua permanente y pasan la mayor parte del tiempo descansando y
alimentandose en el agua, a menudo en un estado semisumergido. Una observacion
rapida de los contenidos de su intestino refleja una dieta predominantemente
acuatica (obs. pers.).

Diversos estudios han demostrado que los anfibios acuaticos o semiacuaticos

poseen infracomunidades dominadas por trematodos (Pérez-Ponce de Leon et al.,
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2000; Paredes-Calderon et al.,, 2004). Sin embargo, nuestros resultados difieren de
estos estudios, y mas bien se ajustan a los patrones descritos por Aho (1990), que
sefiala que los nematodos frecuentemente dominan la composicién de las
comunidades de helmintos. Nuestros resultados también coinciden parcialmente con
Aho (1990) en el sentido de que existe una dominancia de especies generalistas, y de
ciclos de vida simples o directos en las comunidades de helmintos en anfibios, lo cual
de nuevo contradice la evidencia de otros estudios en anfibios acuaticos (Paredes-
Calderén et al,, 2004).

Las inconsistencias antes mencionadas quizd se puedan explicar de otra
manera, considerando que cuando existe un ecosistema severamente eutrofizado,
como es el caso de los lagos del presente estudio (ver Antecedentes), la riqueza de los
macroparasitos declina. El decline esta ligado a una disminucién en la sobrevivencia
de etapas larvarias de vida libre o a la pérdida de hospederos intermediarios a causa
del incremento de anoxia, niveles de sulfuro y limitacién de la luz. Ademas, se ha
observado que la atrazina (el herbicida mas utilizado en el mundo y el tercero en
México) es toxica para los caracoles y artrépodos, que son los hospederos
intermediarios de muchas especies de digéneos; asi mismo, otros herbicidas han
demostrado ser tdxicos para los miracidios de vida libre y cercarias (Johnson y
Carpenter, 2008; Goater et al., 2014).

Sin embargo, algunos parasitos sobreviven a estas condiciones, en particular
los parasitos generalistas o con ciclos de vida directos o simples como los nematodos,
y pueden alcanzar altos niveles de infeccidn (Johnson y Carpenter, 2008; Goater et al.,
2014), debido quizd a que su cuticula gruesa en cierta medida los protege de
contaminantes, y por ende sus estadios larvarios de vida libre tienen mas
probabilidades de sobrevivir en un ambiente eutrofizado (Mwita, 2011).

Eustrongylides sp. es una de las especies generalistas que presentd altos
niveles de infeccidn en el presente estudio, particularmente en el Lago de Cajititlan
donde fué la especie dominante. Este fenomeno puede explicarse debido a que los
turbificidos, que son hospederos intemediarios de estos gusanos, proliferan en
condiciones de altos niveles de nutrientes y bajas condiciones de oxigeno, y es debido
a esta cualidad que se han utilizado universalmente como bioindicadores de
contaminacion organica (Martins et al., 2008). Estos oligoquetos son ingeridos por

peces, los cuales al ser parasitados son mas suceptibles a la depredacién, como se ha
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observado en peces mosquito al ser parasitados por E. ignotus, y por esto existen mas
posibilidades de que el parasito se transmita a ranas o a sus hospederos definitivos,
las aves (Johnson y Carpenter, 2008), aunque la infeccidon hacia ranas puede darse
también con la ingestion de los oligoquetos parasitados (Anderson, 2000).

Estos altos niveles de infeccion son inusuales y parece ser que son de reciente
aparicion en estas ranas segun los relatos de algunos pobladores quienes comentan
que se han dejado de consumir ancas de rana, debido a la gran cantidad de gusanos
rojos que las parasitan, mismos que son facilmente perceptibles, puesto que en
ocasiones emergen hasta el tejido subcutdneo (obs. pers.). Esto no es so6lo un
problema para los humanos que pudieran infectarse con estos nematodos, sino un
problema de salud para las ranas también, puesto que se ha observado que causan
lesiones en el musculo esquelético de esta especie, y también se ha asociado con
adelgazamiento en otras ranas (Ramirez-Lezama y Osorio-Sarabia, 2001; Lemke et al.,
2008). De la misma forma se ha visto que las infecciones pueden causar arriba del
80% de mortalidad en colonias de garzas (Johnson y Carpenter, 2008).

Para el caso de Contracaecum sp., la especie mas dominante en el lago de
Chapala, los altos niveles de prevalencia y abundacia pueden deberse a que se ha
relacionado a la eutroficacion con la proliferacién de zooplancton, como los
copépodos, los cuales actian como hospederos intermediarios (Mwita, 2011), y
también se ha observado que las ranas pueden infectarse a través de la ingesta de un
pez, e incluso se ha observado experimentalmente que los peces y aves pueden
infectarse con el consumo directo de la larva infectiva (Anderson, 2000; Moravec
,2009), por lo que esta gran capacidad de infectar a sus hospederos por diferentes
vias puede explicar también la prevalencia y abundancia de esta especie.

Este nematodo es zoonotico, por lo que representa un peligro potencial para
las personas que consumen ranas de la zona, pero también es un problema de salud
para estos organismos y otros hospederos, puesto que se ha visto que una fuerte
infestacion por estos gusanos causan adelgazamiento en ranas y problemas gastricos
en pecesy aves (Lemke et al., 2008; Mwita, 2011).

El helminto mas abundante en la localidad de Atotonilco fué el nematodo
Foleyellides striatus, el cual es transmitido por la picadura de un mosquito. Este tipo
de infeccidn es muy efectiva, puesto que las microfilarias se encuentran en la sangre

periférica de la rana, lo que las hace muy disponibles para que los mosquitos se
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infecten al alimentarse de la sangre, lo que podria explicar las altas prevalencias
registradas en esta y las demas localidades (70-100% de los hospederos infectados)
(Anderson, 2000; Benach y Crans, 1973).

Culex territans es uno de los mosquitos que se han identificado como vectores
de nematodos de especies hermanas de Foleyellides. Estos se alimentan
exclusivamente de anfibios y reptiles, y se agregan en areas donde exista un alta
densidad de hospederos. Se sabe que estos mosquitos se guian por el croar de las
ranas, por lo que la época de apareamiento seria el mejor momento para alimentarse.
Dado que la recolecta de hospederos de este estudio se llevo a cabo en época
reproductiva es posible que esta sea la explicacion a las altas abundancias aqui
registadas (Burkett-Cadena et al., 2013).

Las caracteristicas de las infracomunidades estudiadas, corresponden a las de
las comunidades de helmintos para anfibios descritas por Aho (1990), en el sentido
de que son depauperadas, y son altamente variables en comparacién con las
infracomunidades de aves o mamiferos. Dicho autor identific6 dos factores como
responsables de tales patrones. Primero, sugiri6 que la baja vagilidad podria
restringir la exposicion a muchas especies de helmintos, y segundo que los bajos
requerimientos energéticos, debido a su condicién poikilotérmica, podrian reducir el
consumo de potenciales hospederos intermediarios. Ambos factores podrian explicar
parcialmente la estructura de comunidades encontradas en L. megapoda.

Aunque es justamente la dieta la que parece ser la principal fuerza
estructuradora de las comunidades de helmintos, puesto que el 71.4% de las especies
ingresa via ingestion de los hospederos intermediarios, aportando un importante
componente a la riqueza de los sistemas estudiados. Ademas, la dominancia ejercida
por los nematodos Eustrongylides sp. y Contracaecum sp. en dos de las localidades
confirman a L. megapoda como un depredador activo, al infectarse a través del
consumo de peces e invertebrados. Estos resultados coinciden con los encontrados
por Paredes-Calderén et al., (2004) para Lithobates vaillanti de Los Tuxtlas, Ver. y
Garcia-Altamirano et al.,, (1993) para L. dunni del Lago de Patzcuaro, Michoacan. Por
otra parte, la abundancia es determinada por dos procesos de infeccidn: la ingestion
de formas larvarias (particularmente en los casos de Eustrongylides y Contracaecum)

y de manera sobresaliente por la penetracién (via vectores) de F. striatus.
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La riqueza encontrada en todas las localidades del presente estudio (2.3-2.75)
es menor que la registrada para L. vaillanti de los tuxtlas, Veracruz (3.49+0.22) y
tambien para L. dunni del lago de Patzcuaro, Michoacan (3.3+1.5). En cuanto a
abundancia, L. megapoda de todas las localidades es mayor (19.58-57.8) que la de L.
vaillanti (16.1¥16.3), pero menor que L. dunni (878.4%+2,010), aunque estas
abundancias se encuentran distribuidas mas homogéneamente en L. megapoda y L.
dunni ya que poseen indices de equidad mas altos (0.55-0.70 y 0.70+0.31
respectivamente) que en L. dunni (0.38%£0.33), esto da como resultado que la
diversidad de helmintos en L. megapoda y L. vaillanti sea mas alta (0.70-0.82 y 1+0.55
respectivametne) que en L. dunni (0.5+0.43) (Paredes-Calderon et al.,, 2004; Garcia-
Altamirano et al., 1993).

Nuestros datos de infracomunidades tienen un mayor parecido en cuanto a
riqueza, abundancia y diversidad, a los datos registrados para ranas norteamericanas
y canadienses analizadas en Paredes-Calderén et al., (2004). Esto no soporta la
hipdtesis de que las comunidades de parasitos son mas diversas en los tropicos. Esto
puede deberse como lo sugiere Jimenez Ruiz et al., (2002) a que las localidades de la
mesa central de México se encuentran extremadamente contaminadas, lo que podria
causar una disminucion en la poblaciéon de los hospederos intermediarios o incluso la
extincion local de algunos de ellos.

En cuanto a la similitud cualitativa y cuantitativa, las localidades de Atotonilco
y Chapala fueron las mas parecidas entre si, con un valor promedio de 0.416 para el
porcentaje de similitud y con 0.68 para el coeficiente de Sorensen.

No obstante, los valores obtenidos para todos los pares comparados estan
reflejando la hetrogeneidad en cuanto a composicion y abundancia en la
helmintofauna de L. megapoda, lo que probablemente sea un reflejo de la variedad de
las condiciones ambientales de los sitios en los que realizamos los muestreos; a su
vez, dichas condiciones podrian estar creando condiciones de disponibilidad
diferencial de hospederos intermediarios y/o definitivos en las distintas areas.

Sin embargo, es muy apresurado sacar conclusiones, debido a que nuestro
estudio presentdé mucha heterogeneidad en cuanto al nimero de infracomunidades
estudiadas en cada localidad, y dos de ellas no queda claro que se haya tenido una
muestra representatitiva de la helmintofauna, de acuerdo a la forma de la curva de

acumulacion de especies.
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SECCION Il. UBICACION FILOGENETICA
DE LITHOBATES MEGAPODA




9 ANTECEDENTES

9.1 La controversia del género Lithobates

Lithobates fue considerado un subgénero de Rana (Dubois, 1992),
posteriormente, Hillis y Wilcox (2005) consideraron a Rana como género y
reportaron el primer analisis filogenético exhaustivo del género con secuencias de
ADN, en el cual se reconocieron dos grandes grupos. Uno de estos grupos,
Laurasirana, que incluye a R. aurora, R. boylli, R. cascadae, R. lutreiventris, R. muscosa y
R. pretiosa, todas ellas habitan en la costa oeste de Estados Unidos de Norte América,
y R. temporaria como representante europea. El otro grupo, Novirana que incluye
exclusivamente a especies del Nuevo Mundo distribuidas desde Alaska y el sur de
Canada a través de Estados Unidos, México, toda América Central hasta el noroeste de
Peru (en la parte oeste de los Andes), el este de Brasil y el norte de Bolivia (hacia la
region este de los Andes), con una concentracion mayor de especies en el sur de
Estados Unidos y México. También proporcionan nuevos nombres para otros taxa
monofiléticos, entre ellos nombran como Lithobates al anteriormente llamado grupo
de R. palmipes.

Frost et al. (2006), con base en anadlisis filogenéticos de secuencias de ADN
colocaron a Lithobates Fitzinger 1843 a nivel de género, ,considerando a la ausencia
de un tubérculo metatarsiano exterior como caracter sinapomorfico del grupo. Dicho
género estd formado por 49 especies, todas ellas distribuidas exclusivamente en el
continente Americano y es el equivalente a lo que Hillis y Wilcox (2005) denominaron
Novirana. Estos autores consideran que los nuevos nombres que Hillis y Wilcox
(2005) proponen para diferentes clados dentro de Lithobates no estan asociados con
caracteristicas organismicas que soporten la delimitacién entre ellos por lo que los
consideran nomina nuda.

Dubois (2007) también criticé aspectos de la nomenclatura propuesta por Hillis y
Wilcox (2005) y consider6 que muchos de estos nombres son nomina nuda, por ser
aplicados fuera de las normas de Cddigo Internacional de Nomenclatura Zoolédgica
(ICZN). Hillis (2007) responde a esta critica argumentando la validez de los nombres
que utiliza para los grupos y que son consistentes con lo establecido por el ICZN,

aunque admite que su trabajo del 2005 es una fusion entre las reglas de éste cédigo y

89



el phylocode. También menciona que Darrell Frost en una comunicacién personal con
él le informa que sus taxones no son invalidos como lo habia sefialado en Frost et al.,
(2006). Dubois (2007b) de nuevo responde y acepta que cuatro de los siete nuevos
nombres propuestos por Hillis y Wilcox (2005) pueden ser considerados como
validos pero que tres de ellos contintian siendo nomina nuda de acuerdo al ICZN (e. i.
Laurasiarana, Novirana y Stertirana), y refiere que para evitar confusiones es
neceasario que las revistas cientificas impongan el uso de diferentes sistemas
nomeclaturales siguiendo diferentes sistemas como el ICZN y el Phylocode.

En el 2008 se publico la sexta edicion de Scientific and Standar English Names of
Amphibians and Reptiles of North America con Brian Crother como presidente, donde
se sigue la propuesta de Frost et al.,, (2006) de considerar a Lithobates como género.
Pauly et al., (2009) responden ante tal decision e insisten en que la nomenclatura de
Hillis y Wilcox (2005) es correcta y consistente con el Coédigo de Nomenclatura
Zoologica y que el nombre de Lithobates debe quedar restringido al grupo de
Lithobates palmipes, argumentando principalmente la importancia de mantener la
estabilidad taxonémica de este grupo. Esto no fue aceptado Frost et al.,, (2009) y en la
séptima edicion de Scientific and Estandar English Names of Amphibias of North
America (2012) de nuevo se discute este tema y se menciona que la propuesta de
Frost et al,, (2006) es la mas aceptada por la comunidad herpetoldgica internacional
que se dedica al estudio de la relaciones de ranidos a gran escala (Crother, 2012).

Actualmente no existe un consenso entre la comunidad herpetoldgica
internacional acerca de cual nomenclatura seguir, ya que por ejemplo Che et al.,
(2007), en un extenso estudio de ranidos reconoce a Lithobates como género y Rana
como su grupo hermano. Wiens et al. (2009) corroboran la monofilia de Lithobates
pero no utiliza esta nomenclatura.

Tal es la controversia, que Amphibia web recomienda que se trate a Lithobates
como un subgénero de Rana y que los nombres se escriban como Rana (Lithobates)
sp. (e.g. Rana (Lithobates) megapoda) y de esta manera se preserve la maxima
cantidad de informacion filogenética y al mismo tiempo se conserve la taxonomia
antigua (Amphibia Web).

Toda la controversia generada a partir del trabajo de Hillis y Wilcox (2005) es
de origen nomenclatural, ya que la hipétesis filogenética presentada en dicho trabajo

es virtualmente idéntica con la presentada por Frost et al., (2006) y también ha sido
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aceptada por Dubois al realizar sus comentantarios taxonémicos. Es por ello que para
fines comparativos en cuanto a la hipoétesis filogenética presentada por Hillis y Wilcox
(2005) y la obtenida en el presente estudio, se utilizaran todos los nombres
propuestos por dichos autores, pero se tratara a Lithobates Fitzinger 1843 como un
género valido puesto que es que reconoce el Comittee on Standar English and

Scientific Names.

9.2 Lithobates megapoda en el contexto de la filogenia de Lithobates spp.

Las relaciones filogenéticas de L. megapoda con el resto de las ranas verdaderas
del nuevo mundo no son claras, puesto que en la filogenia publicada por Hillis et al
(1983), basada en aloenzimas, se utilizé un ejemplar colectado en Rodeo, San Luis
Potosi. Posteriormente, Webb (1996) pone en duda la correcta identificacidon de dicho
ejemplar y llega a la conclusidn que se trata de Rana montezumae. Sin embargo, un
estudio filogenético mas reciente basado en secuencias de ADN mitocondrial
realizado por Hillis y Wilcox (2005), muestra que dicho ejemplar (denominado como
especie 2) pertenece a una especie aun no descrita, que estd relacionada mas
estrechamente con R. chiricahuensis que con R. montezumae.

El estudio de Hillis y Wilcox (2005), incluye a la mayoria de los taxones
conocidos (~60), a excepcion de L. megapoda y otras cuatro especies. A pesar de ello,
éstos autores infieren que dicha especie formaria parte del grupo Lacusirana junto
con Rana dunni, Rana subaquavocalis, Rana lemosespinali y la especie 2 aun no
descrita. Este grupo, a su vez, forma parte de un grupo mas grande llamado

Pantherana (denominado complejo de Rana pipiens por Hillis et al., 1983).

9.3 Caracteristicas de Lithobates megapoda
Taxonomia

Mocquard 1899 describié una especie a partir de un solo ejemplar recién
metamorfoseado colectado en Guadalajara, Jalisco y la nombro6 Rana trilobata (Ver
Webb, 1991). Posteriormente, Hillis (1983) sinonimiza a esta especie con R. sinaloae
(= Lithobates pustulosus en la literatura reciente) pero no proporciona detalles sobre
el holotipo de R. trilobata, ni las caracteristicas que distinguirian a esta especie del

resto.
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Es por ello que Webb (1991) realiz6 un estudio taxondmico morfolégico del
holotipo de R. trilobata y al compararlo con otros ranidos llega a conclusion que dicha
especie es en realidad sinénimo Senior de R. megapoda, descrita por Taylor (1942)
cuya localidad tipo es una zona cercana a Chapala, Jalisco. Sin embargo, un afio mas
tarde Webb (1992) propone que el nombre de R. megapoda se considere como el
nombre valido y se suprima el de R. trilobata, dicho cambio fue aceptado por el
Codigo Internacional de Nomenclatura Zoologica (ICZN por sus siglas en inglés) en
1994 (Webb, 1996).

Por otra parte, Frost et al. (2006) resucitaron a Lithobates Fitzinger 1843
como género, el cual incluye a todas las especies del continente americano
consideradas anteriormente como género Rana, a excepcion del grupo Laurasirana de
Hillis y Wilcox (2005). Por ello, actualmente se conoce a esta especie como L.

megapoda.

Caracteristicas morfologicas

Webb (1996) hizo un estudio morfologico de todo el material disponible de L.
megapoda, con el fin de observar la variabilidad morfolégica, distribucion, asi como,
identificar aquellas caracteristicas que distinguen a esta especie de otros ranidos
alopatricos o simpatricos. Como resultado de este estudio, L. megapoda puede
identificarse por la combinacion de los siguientes caracteres: (1) las patas anteriores
carecen de tubérculos palmares y en algunas ocasiones de tenares también, (2) los
digitos de las patas anteriores tercero y cuarto carecen de tubérculos distales
subarticulares, (3) tubérculo subarticular basal del cuarto digito de las patas
posteriores ausente o muy pequefio (en comparacion con tubérculos de otros
digitos), (4) digitos largos y delgados, con el extremo cénico o en punta, y (5) timpano
relativamente distante del ojo (la distancia es mas de 1.5 el didmetro del timpano e

incrementa con el tamafo de la rana).
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Figura 34. Especimenes de L. megapoda utilizadas en el presente estudio. A y B, vista lateral y
dorsal respecticvamentede un macho del Lago de Chapala, Ocotlan; C, D y E, vista lateral, dorsal y
ventral respectivamente de una hembra del Lago de Atotonilco, Villa Corona. Fotografias por
MGVA.
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10 METODOLOGIA

10.1 Analisis genético de Lithobates megapoda de las localidades
estudiadas

Especimenes estudiados

Se utilizaron tejidos de cinco especimenes de L. megapoda de cada una de las
localidades estudiadas, con el fin de realizar un analisis de distancias genéticas y
verificar que todos los hospederos que se utilizaron en el presente estudio
pertenecieran a la misma especie (Figura 34, Tabla 13).

Cabe sefialar que el poblado de Ocotlan, Jalisco se encuentra relativamente
cerca del municipio de Chapala (60 km aproximadamente), la localidad tipo de L.
megapoda. Ademas en su extenso estudio morfolégico de L. megapoda, Webb (1996)
incluy6 también especimenes de esta localidad, concluyendo que se trata de dicha
especie.

De cada individuo se recolecté un fragmento de higado, se coloc6 en alcohol

etilico absoluto y se reservo a -202C hasta su utilizacion para la extraccién de ADN.

Tabla 13. Muestras de L. megapoda caracterizadas molecularmente.

Nuamero Localidad Numero de recolecta
1 Lago Cajititlan (San Juan Bautista) 3458-03
2 Lago Cajititlan (Cajititlan) 3480-00
3 Lago Cajititlan (Cajititlan) 3481-01
4 Lago Cajititlan (Cajititlan) 3482-01
5 Lago Cajititlan (Cajititlan) 3483-01
6 Lago Chapala (Tizapan) 3460-01
7 Lago Chapala (Ocotlan) 3476-00
8 Lago Chapala (Ocotlan) 3477-00
9 Lago Chapala (Ocotlan) 3479-01
10 Lago Chapala (Ocotlan) 3487-01
11 Lago Atotonilco 3464-01
12 Lago Atotonilco 3465-01
13 Lago Atotonilco 3468-01
14 Lago Atotonilco 3474-01
15 Lago Atotonilco 3475-01
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Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion

Se extrajo el ADN total a partir de aproximadamente 20 mg de higado
utilizando el kit Wizard SV Genomic DNA Purification System (Promega) y se
resuspendio en 250 pL de H20 destilada.

Se amplificé por PCR aproximadamente 2 kb de ADN mitocondrial que incluye
una region parcial del gen 12S ARNr, el gen que codifica para el ARNval de
transferencia para la valina y una regiéon parcial de 16S ARNr. Dicha region fue
obtenida en tres partes, con tres pares de oligonucleotidos (i.e. 12L1 y 16SH; 12SM y
16SA; 16SCy 16SD) (Tabla 14).

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo con las siguientes
concentraciones finales: Buffer 1 X, 200 uM de cada dNTP, 0.4 puM de cada
oligonucleétido, 0.625 U de Amplificasa (5 U/pL), 0.5-3 pL de ADN, MgCl>2 mM y H,0
destilada hasta completar un volumen final de 25 pL. Los ciclos térmicos consistieron
en: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 942C por 30 s,
48+39C por 30 s, 722C por 1 min y una extension final de 729C por 7 min.

Los amplificados se observaron en geles de agarosa al 1%. Se secuenciaron
bidireccionalmente de acuerdo al protocolo de BigDye 3.1 Terminator, de Applied
Biosystems, con el siguiente programa: 962C por 3 min, 35 ciclos de 962C por 10 s,
502C por 5 s, 602C por 4 min y una extension final de 609C por 4 min.

La secuenciacion se realizé con un secuenciador automatico ABI Prism 310 de

Applied Biosystems en el Instituto de Biologia de la UNAM.

Tabla 14. Oligonucledtidos utilizados en el presente estudio para amplificar la regidon 12S ARNT, el
gen ARNt-Val y una region parcial de 16S ARNr mitocondriales.

Nombre Secuencia 5- 37 Fuente

12L1 AAAAAGCTTCAAACTGGGATTAGATACCCCACTAT  Goebel etal, 1999

16SH GCTAGACCATKATGCAAAAGGTA Goebel et al,, 1999
12S5M GGCAAGTCGTAACATGGTAAG Darsty Cannatella, 2004
16SA ATGTTTTTGGTAAACAGGCG Goebel et al,, 1999
16SC GTRGGCCTAAAAGCAGCCAC Darsty Cannatella, 2004
16H1 CTCCGGTCTGAACTCAGATCACGTAGG Goebel et al,, 1999
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Edicion y ensamblaje de secuencias

Los electroferogramas se editaron en el programa Geneious 7.0.3
(Biomatters), se les cortaron los extremos hasta el punto donde la sefial fuera clara,
luego se compard¢ la direccidn sentido con la direccion antisentido de cada fragmento.
A los sitios ambiguos se le asigno el nucledtido cuya sefal fuese mas clara en alguno
de los electroferogramas.

Posteriormente en el mismo programa se sobrelaparon los tres fragmentos
para formar una secuencia continua de aproximadamente 2,000 pb correspondiente a

laregion del 12S ARNr al 16S ARNr incluyendo el ARNt para la valina.

Alineamiento

Las 15 secuencias de L. megapoda del presente estudio, al igual que L. dunni y
Lithobates sp. 2 (Hillis y Wilcox, 2005) fueron alineadas en Clustal W2 en linea
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) (Larking et al, 2007) con los
parametros default. Se utiliz6 a L. dunni como grupo externo. Lithobates sp. 2 se
incluy6 en el alineamiento debido a la confusién que hubo con L. megapoda en

literatura previa (Hillis et al., 1983) (ver Antecedentes).

Analisis de distancias genéticas por Neighbor joining

El analisis de distancias genéticas se realiz6 por el método de Neighbor joining
(N]) usando el modelo de Kimura 2 parametros (K2P) implementado en MEGA

version 5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura et al., 2011).

Analisis por Inferencia Bayesiana

El analisis de inferencia bayesiana se llevd a cabo en el programa Mr. Bayes
v3.1.2 (Ronquist et al, 2012). Se utilizaron cuatro cadenas MCMC, arbol inicial
generado al azar, distribuciéon uniforme de los parametros, y el modelo evolutivo
apropiado (GTR+I+I") fue determinado por jModeltest version 2.1 (Posada, 2008). Las
cadenas se corrieron por 1,500,000 de generaciones, con una frecuencia de muestreo
de arboles cada 1,000 generaciones. La estabilizacién se determindé cuando la
varianza alcanzd un valor inferior a 0.01. Se elimind el primer 25% de los arboles

muestreados (burnin) esto de acuerdo a los resultados obtenidos en el programa
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Tracer v1.5 (Rambaut et al,, 2013), y el resto de los arboles se emplearon para la

estimacion de las probabilidades posteriores.

Red de haplotipos

El andlisis de las genealogias se realizé mediante la construccion de una red de
haplotipos utilizando el programa TCS 1.21 (Phylogenetic network estimation using
statistical parsimony) (Clement et al, 2000) a partir de un alineamiento de
secuencias en formato nexus con 15 individuos de L. megapoda de las tres localidades
estudiadas (Tabla 13) y un individuo de Lithobates sp. 2 de la localidad del Rodeo San
Luis Potosi (Hillis y Wilcox, 2005). Se utiliz6 un limite de conexién del 95% y los gaps

fueron tratados como un quinto estado de caracter.

10.2 Analisis filogenético de las especies del género Lithobates
Secuencias utilizadas

Para estudiar las afinidades filogenéticas de L. megapoda con respecto al resto
de las ranas verdaderas del Nuevo Mundo, se utilizaron las secuencias 12S ARNr al
16S ARNr incluyendo el ARNt para la valina publicadas por Hillis y Wilcox (2005), las
cuales se obtuvieron de GenBank de acuerdo a su nimero de acceso (Tabla 15).

Ademas, también se obtuvieron de GenBank secuencias de especies del género
Lithobates no incluidas en el trabajo de Hillis y Wilcox (2005). L. brownorum era
considerada como una subespecie de L. berlandieri, pero un estudio de Zaldivar-
Riverdn et al. (2004) revela que es una especie independiente. Lithobates sp. Arcelia,
Lithobates sp. Colima y Lithobates sp. Papagayo fueron identificadas como especies
nuevas por Hillis et al, (1983) mediante un analisis de proteinas, posteriormente
Zaldivar-Riverén et al. (2004) recolectaron ejemplares y secuenciaron ADN de dichas
“formas” y confirmaron que se trata de especies nuevas. L. fisheri esta considerada
extinta y en el 2011 se hizo la secuenciacidon de un ejemplar de museo (Hekkala et al.,
2011). Por ultimo Lithobates n. sp. de NY es una especie recientemente descrita con
base en secuencias de ADN (Newman et al., 2012) (Tabla 16).

Lithobates megapoda fue representada con un espécimen del Lago de Chapala

en la localidad de Ocotlan, Jalisco con niumero de recolecta 3476-00. Dicha localidad
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se encuentra a aproximadamente 60 km de distancia de Chapala, Jalisco que es la
localidad tipo.

Se agregaron también seis especies del género Rana que habitan en el
continente americano (R. aurora, R. boylii, R. cascadae, R. lutreiventris, R. muscosa y R.
pretiosa) y como grupo externo se utilizé a Rana temporaria, de Suiza.

Las siguientes especies del género no pudieron ser incluidas en el analisis: L.
pueblae no ha sido observada desde su primera recolecta hace ya casi 50 afios, por lo
que probablemente esta extinta, y tampoco se tiene informacién molecular de ella
(Santos-Barrera y Flores-Villela, 2004b). L. lemosespinali es una especie
recientemente descrita, y sélo se ha observado en dos localidades de la Sierra Madre
Oriental y no se cuenta con secuencias de ADN (Smith y Chiszar, 2003). L. miadis es
una especie endémica de la Isla Grande del Maiz, Nicaragua y se considera una
especie muy amenazada pues se estima que sélo existen unos 100 individuos
(Martinez-Sanchez et al., 2001). L. johni es una especie en peligro de extincion,
endémica de la Sierra Madre Oriental en México y posee escasos registros (Campos-
Rodriguez et al., 2012). L. chichicuahutla se conoce sélo el registro de un lago en un

crater de Puebla (Hillis y Wilcox, 2005).

Tabla 15. Relacién de las secuencias del 12S ARNr-ARNt val-16S ARNr publicadas en Hillis y Wilcox
(2005), utilizadas en el presente trabajo

Especies Localidad No. Genbank
Rana aurora EUA: California: Del Norte AY779196
Rana boylii EUA: California: Lake: junto a Butts Creek AY779192
Rana cascadae EUA: California: Shasta: Prados Dersch AY779197
Rana luteiventris EUA: Washington: Pend Oreille: Parque Nacional AY779193

Colville
Rana muscosa EUA: California: Mono: Prados debajo de Lago Levitt AY779195
Rana temporaria Suiza: Valais Canton AY779191
Lithobates especie 1 Ecuador:Provincia Esmeraldas AY779213
Lithobates especie 2 México: San Luis Potosi: El Rodeo AY779224
Lithobates especie 3 México: Michoacan AY779250
Lithobates especie 4 Panama: Chiriqui AY779245
Lithobates especie 5 Costa Rica: Heredia:Monte de la Cruz AY779246
Lithobates especie 6 Costa Rica: Puntarenas AY779247
Lithobates especie 7 México: Jalisco: Contla AY779241
Lithobates especie 8 México: Puebla: Rio Atoyac AY779248
Lithobates areolatus EUA: Kansas: Lyon AY779229
Lithobates berlandieri EUA: Texas: Hays: San Marcos AY779235
Lithobates blairi EUA: Kansas: Douglas: Lawrence AY779237
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Lithobates bwana
Lithobates capito
Lithobates catesbeianus
Lithobates chiricahuensis
Lithobates clamitans
Lithobates dunni
Lithobates forreri
Lithobates grylio
Lithobates heckscheri
Lithobates juliani
Lithobates macroglossa
Lithobates maculatus
Lithobates magnaocularis
Lithobates montezumae
Lithobates neovolcanicus
Lithobates okaloosae
Lithobates omiltemanus
Lithobates onca
Lithobates palmipes
Lithobates palustris
Lithobates pipiens
Lithobates psilonota
Lithobates pustulosus
Lithobates septentrionalis
Lithobates sevosus
Lithobates
sierramadrensis
Lithobates spectabilis
Lithobates
sphenocephalus
Lithobates
subaquavocalis
Lithobates sylvaticus

Lithobates tarahumarae
Lithobates taylori
Lithobates tlaloci
Lithobates vaillanti
Lithobates vibicarius
Lithobates virgatipes
Lithobates warszewitschii
Lithobates yavapaiensis
Lithobates zweifeli

Ecuador: Provincia Loja: Rio Alamor

EUA: Florida: Marion: Estacidn Bioldgica Archbold
EUA: Kansas: Douglas: Lawrence

México: Durango: Rio Chico

EUA: Missouri: Montgomery

México: Michoacan: Tzintzuntzan: Lago de Patzcuaro
México: Sinaloa: Escuinapa

EUA: Florida: Le6n: Estacion Biolégica Tall Timbers
EUA: Florida: Gadsen-Leén

Belice: Distrito de Cayo: Little Vaqueros Creek
Guatemala: Solola: Panaiachel Lake Atitlan
México: Oaxaca: Colonia Rodulfo Figueroa

México: Sonora: Arroyo Hondo

México: Morelos: Lagunas Zempoala

México: Michoacan: Zurumbueno

EUA: Florida: Santa Rosa

México: Guerrero: Agua de Obispo

EUA: Nevada: Clark: Blue Point Spring

Venezuela: Provincia Amazonas: Rio Mawarinuma
EUA: Indiana: Washington

EUA: Ohio: Ottawa: Little Portage State Park
México: Jalisco: Tapalpa

México: Sinaloa: Santa Lucia

Canada: Ontario: Grey

EUA: Mississippi: Harrison

México: Guerrero: Agua de Obispo

México: Hidalgo: La Estanzuela
EUA: Kansas: Cherokee

EUA: Arizona: Cochise Ramsey Canyon

EUA: Missouri: St. Louis: Tyson Environmental Study
Area

México: Sonora: Yecora

Nicaragua: Zelaya: Rama

México: Distrito Federal: Xochimilco

México: Oaxaca: Tapanatepec

Costa Rica: Provincia de San José: El Empalme
EUA: New Jersey: Burlington Co.

Panama

EUA: Arizona: Greenlee: Apache National Forest
México: Oaxaca: Cuyotepej

AY779212
779231AY
AY779206
AY779225
AY779204
AY779222
AY779233
AY779201
AY779205
AY779215
AY779243
AY779207
AY779239
AY779223
AY779236
AY779203
AY779238
AY779249
AY779210
AY779228
AY779221
AY779217
AY779220
AY779200
AY779230
AY779216

AY779232
AY779251

AY779227

AY779199

AY779218
AY779244
AY779234
AY779214
AY779208
AY779202
AY779209
AY779240
AY779219

Nota: Las localidades presentadas en esta tabla han sido abreviadas, para mayor informacién consultar

Hillis y Wilcox (2005).
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Tabla 16. Relacion de las secuencias obtenidas en GenBank no incluidas en Hillis y Wilcox (2005).

Especie Localidad No. Genbank
Lithobates brownorum La Gringa, Santa Maria Chimalapa, Oaxaca, México AY115116
Lithobates fisheri Las Vegas, Nevada (Lincoln Country), USA JF824078
Lithobates n. sp. de NY Staten Island, Richmond, New York, USA JN227375
Lithobates sp. Aguaje Sierra El Aguaje, Sonora, México EU728669
Lithobates sp. Arcelia 20 Km E Arcelia, Guerrero, México AY115109
Lithobates sp. Colima Coquimatlan, Colima, México AY115136
Lithobates sp. Papagayo 1 Km SO Plan de Lima, Rio Papagayo, Guerrero, México AY115134

Alineamiento de secuencias

Las secuencias correspondientes a la region del 12S ARNr al 16S ARNr
incluyendo el ARNt para la valina se alinearon empleando Clustal W2 en linea
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) (Larking et al, 2007) con los
parametros default y posteriormente se realizaron ajustes manualmente. Se
utilizaron los modelos de estructura secundaria de las secuencias de L.
magnaocularis, L. megapoda, L warszewitschii y L. cascadae con el programa en linea
CARNA (http://rna.informatik.uni-freiburg.de:8080/CARNA/Input.jsp) (Sorescu et
al,, 2012) para tomar decisiones acerca de las regiones ambiguas. Las regiones del

alineamiento en las cuales la homologia no pudo inferirse se excluyeron del analisis.

Maxima Parsimonia

Se realiz6 un analisis de Maxima Parsimonia con el mismo regimen de pesos
con el uso de PAUP* version 4.0b10 (Swofford, 2001), con una busqueda heuristica,
considerando los estados de caracter como no ordenados, gaps tratados como datos
faltantes. El soporte de los clados fué evaluado con 10,000 réplicas de bootstrap, y se

obtuvo el arbol de consenso estricto.

Maxima verosimilitud

Este analisis se llevd a cabo en RaxML ver 7.0.3 (Stamatakis, 2006) con tres
particiones, una para cada uno de los genes estudiados 12S rRNA, tRNA val y 16S

rRNA, tomando como base para las particiones la secuencia de Rana pipiens (No.
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acceso Genbank Y10945.1), bajo el modelo GTR+I+T. Se realizaron 1,000 réplicas de
bootstrap, con un arbol generado mediante el método de parsimonia como arbol

inicial y un nimero de semilla aleatorio.

Inferencia Bayesiana

El analisis de inferencia bayesiana se llevd a cabo en el programa Mr. Bayes
v3.1.2 (Ronquist et al., 2012). Se utilizaron tres particiones, correspondientes a 125
rRNA, tRNA val y 16S rRNA (como en el analisis de ML). Para todas la particiones se
utilizd6 el modelo GTR+I+T, el cual fue determinado con el programa jModeltest
version 2.1 (Posada, 2008). Se utilizaron 4 cadenas MCMC, arbol inicial al azar,
previos default independientes para cada particién, 8,500,000 generaciones, una
frecuencia de muestreo de cada 1,000 generaciones. La estabilizacion se determind
cuando se alcanz6 una varianza inferior a 0.01. Por ultimo el primer 25% de los
arboles muestreados (burnin) se elimino, es decir 2,125 arboles, esto de acuerdo a los

resultados obtenidos en el programa Tracer v1.5 (Rambaut et al., 2013).
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11 RESULTADOS

11.1 Analisis genético de Lithobates megapoda

El analisis genético de Lithobates megapoda se realizé con un total de 15
individuos, cinco de cada una de las localidades estudiadas (Lago de Atotonilco, Lago
de Cajititlan y Lago de Chapala). La longitud total del fragmento amplificado (12S
rRNA-tRNAval-16S rRNA) después de la edicion vari6 de 1,909 a 1,962 pb entre todos
los individuos examinados.

El analisis de haplotipos tipo TCS revela la presencia de cinco haplotipos con
diferencias entre si de s6lo una sustitucion. El primero y mas abundante se encontrd
en diez individuos provenientes de los tres lagos (cuatro del lago de Atotonilco,
cuatro del lago de Cajititlan y dos de Chapala), el segundo en un individuo del lago de
Chapala, el tercero en el lago de Cajitilan en un individuo, el cuarto en Chapala con
dos individuos y el quinto se encontré en un individuo de Atotonilco. En este analisis
también se puede observar que el haplotipo de Lithobates sp. 2 proveniente de la
localidad del Rodeo en San Luis Potosi difiere de los de L. megapoda con 18
sustituciones (Figura 35).

Para los analisis genéticos mediante Neighbor joinin e inferencia bayesiana se
utilizaron los 15 individuos de L. megapoda, la secuencia de Lithobates sp. 2 y
Lithobates dunni como grupo externo. Para ambos analisis se obtuvo la misma
topologia, esto es, L. megapoda de todas las localidades forman parte de un solo
agrupamiento, mientras que Lithobates sp. 2 resultd ser su especie hermana y L.
dunni es el grupo externo (datos no mostrados).

La distancia genética entre individuos de L. megapoda fue de 0 a 0.02% y con
respecto a Lithobates sp. 2, 0.25%, y de 1.21% con respecto al grupo externo.
Mientras que el valor de probabilidad posterior que sustenta el nodo de L. megapoda

en el analisis bayesiano es de 0.88 (datos no mostrados).
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Figura 35. Red minima de haplotipos generada mediante TCS derivados de secuencias de 12rRNA-
tRNAval-16SrRNA. Cada haplotipo se representa con un circulo, cuya area es proporcional a la
frecuencia. Sobre las lineas que conectan los haplotipos, los cambios estan representandos como
rayas transversales. El nimero de cada compartimento es el nimero de haplotipo y la trama
representa la localidad de la que provienen los ejemplares de L. megapoda y Lithobates sp. 2.

11.2 Analisis filogenético del género Lithobates

El analisis de Maxima Parsimonia con los mismos pesos se realizé con un total
de 64 OTU (incluyendo el grupo externo), 1,913 pares de bases, de las cuales, 1,046
fueron constantes, 250 fueron variables y considerados no informativos y 617
informativos bajo el criterio de parsimonia.

Se encontraron seis arboles igualmente parsimoniosos con 3,765 pasos, con un
indice de consistencia (CI) de 0.3426 e indice de homoplasia (HI) de 0.6574. Los
valores de dichos indices excluyendo los caracteres no informativos fue de Cl=
0.2906, HI= 0.7094 e indice de retencién (RI) = de 0.6504.

Las topologias de los arboles obtenidos por MP (Figura 36), ML (Figura 37) e

Inferencia Bayesiana (Figura 38) son idénticas. La mayoria de los agrupamientos
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obtenidos por estos tres métodos estan fuertemente apoyados por los valores de
bootstrap y de probabilidad posterior.

Todas la topologias logran recuperar todos los grupos que Hillis y Wilcox
(2005) proponen en su publicacidn, con la tnica excepcidn de L. palmipes que segin
estos autores deberia de pertenecer al grupo Lithobates pero en ninguno de los
analisis aparece en dicho grupo.

Con respecto a los nuevos taxones incluidos en este analisis, las secuencias de
Lithobates sp. Arcelia, Lithobates sp. Colima, Lithobates sp. Papagayo, Lithobates sp.
Aguaje y Lithobates brownorum se agruparon en Scurrilirana. Lithobates n. sp de NY
quedé incluida en el grupo Pantherana, como especie hermana del grupo Nenirana.
Por ultimo L. fisheri se agrup6 en Lacusirana.

Lithobates megapoda forma parte de Lacusirana, y es la especie hermana de
Lithobates sp. 2 del Rodeo S.L.P., con la que previamente habia sido confundida por

Hillis et al. (1983).
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Figura 36. Arbol de consenso estricto obtenido por Maxima Parsimonia de Lithobates spp. En
amarillo se muestra el grupo externo y en rojo un taxdn que no coincide con la hipétesis de Hillis y
Wilcox (2005). Los valores de bootstrap se muestran sobre los nodos.
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Figura 37. Arbol filogenético basado en Mdaxima verosimilitud de Lithobates spp. En amarillo se
muestra el grupo externo y en rojo un taxén que no coincide con la hipotesis de Hillis y Wilcox

(2005). Los valores de bootstrap >50% se muestran a un lado de los nodos. La escala indica
divergencia.
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Figura 38. Arbol filogenético basado en Inferencia bayesiana de Lithobates spp. En amarillo se
muestra el grupo externo y en rojo un taxén que no coincide con la hipdtesis de Hillis y Wilcox
(2005). Los valores de probabilidad posterior se muestran sobre los nodos. La escala indica

divergencia.
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12 DISCUSION

Analisis genético de L. megapoda

En un estudio filogenético del complejo de Lithobates pipiens basado en
aloenzimas Hillis et al. (1983) incluyen a un especimen identificado como L.
megapoda recolectado en el Rodeo S.L.P. La identidad de esta especie fue puesta en
duda por Webb (1996) y la asigna a L. montezumae, luego Hillis y Wilcox (2005) al
realizar un analisis filogenético de las ranas del nuevo mundo con secuencias
mitocondriales aceptan que ese ejemplar no corresponde a L. megapoda pero la
colocan como una especie nueva aun no descrita y le llamaron Lithobates sp. 2,
aunque dichos autores no mencionan los motivos por los cuales determinaron que
esa especie es distinta a L. megapoda, dado que en su analisis no incluyen secuencias
de esta especie.

En el presente estudio se examinaron genéticamente especimenes de L.
megapoda provenientes de tres localidades del estado de Jalisco (Lagos de Atotonilco,
Cajititlan y Chapala) con el fin de corroborar su identidad y de explorar su relacion
con respecto a la especie Lithobates sp. 2 de Hillis y Wilcox (2005).

Los analisis de variacion de ADNmt indican que los especimenes recolectados en
todas las localidades pertenecen a una sola especie, y se asignaron a L. megapoda,
debido a que algunos individuos incluidos en el analsis fueron recolectados en el Lago
de Chapala, que es la localidad tipo de la especie; este resultado es consistente con un
anterior analisis morfoldgico realizado por Webb (1996) en el que estudia individuos
recolectados en estas mismas localidades, y determina que todos ellos corresponden
a L. megapoda.

La divergencia genética intraespecifica encontrada en los individuos de L.
megapoda (0-0.02%) coincide con la registrada para otras especies del género como
Lithobates n. sp. de NY con 0.04% (Newman et al,, 2012), y con Lithobates sp. Aguaje
en la que se obtuvieron secuencias idénticas de 12 individuos secuenciados (Pfeiler y
Markow, 2008).

Nuestros resultados también sugieren que L. megapoda es una especie distinta,
aunque cercana a Lithobates sp. 2, puesto que tanto los analisis de NJ como de
inferencia bayesiana muestran a todos los individuos de L. megapoda en un sélo

agrupamiento con una divergencia genética de 0.25% con respecto a Lithobates sp. 2
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(datos no mostrados). Sin embargo esta divergencia interespecifica es mas baja que la
encontrada para otras ranas, por ejemplo L. brownorum y L. berlandieri, consideradas
por algun tiempo de la misma especie, difieren entre si con 3.3-3.9% (Zaldivar-
Riveron et al.,, 2004), Lithobates n. sp. de NY difiere de L. pipiens con 12.5%, con lo que
fue considerada por Newman et al., 2012 como una nueva especie.

El analisis de haplotipos revela que existe un total de cinco haplotipos en las
poblaciones de L. megapoda. Uno de ellos (sefialado como 1 en la Figura 35) es el mas
abundante presentandose en diez individuos, se distribuye en todas las localidades y
tiene conexion con el resto de los haplotipos, lo que sugiere que podria tratarse de un
haplotipo ancestral. El resto de los haplotipos son periféricos al haplotipo mas
abundante: dos de ellos se encuentran exclusivamente en el lago de Chapala (No. 2 y
4), uno solo en el lago de Cajititlan (No. 3) y otro mas presente solamente en el lago
de Atotonilco (No. 5); estos resultados podrian indicar que se trata de haplotipos de
reciente evolucion (Vazquez-Dominguez et al., 2009).

El haplotipo de Lithobates sp. 2 se diferencia de los haplotipos de L. megapoda
por 18 sustituciones, lo cual es una diferencia muy significativa si se compara con el
estudio de Hekkala et al., (2011) donde los haplotipos encontrados en L. fisheri se
distinguen de su especie hermana L. chiricahuensis con soélo siete sustituciones.

El objetivo del presente estudio no fue realizar delimitacién de especies per se,
pero los resultados obtenidos con los analisis aqui presentados dan la pauta para que
se realice un estudio mas fino de la poblacion que habita en la localidad del Rodeo en
S.L.P. y con respaldo en caracteres morfologicos y mas secuencias de ADNmt pueda
robustecerse la evidencia de que L. megapoda y Lithobates sp. 2 son especies

independientes.

Analisis filogenético de Lithobates spp.

Nuestros resultados apoyan la monofilia del género Lithobates, aun con la
incorporaciéon de un mayor numero de taxa no considerados por Hillis y Wilcox
(2005). Asimismo, la topologia de nuestros analisis por método de Maxima
Parsimonia, Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana recuperan todos los grupos
propuestos por estos autores, con la notable excepcion de L. palmipes, la cual segiin su
propuesta debe pertenecer al grupo Lithobates, y en nuestros analisis queda como

grupo hermano de Pantherana. En el analisis de Parsimonia de Hillis y Wilcox (2005)
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L. palmipes también queda fuera del grupo Ranula y proponen que probablemente
sea un artefacto de su alta divergencia. Se ha propuesto que probablemente L.
palmipes sea un grupo de varias especies (en Hillis y Wilcox, 2005), por lo que
probablemente la secuencia utilizada en ese estudio corresponda a una especie aun
no descrita. De acuerdo a lo anterior y a los resultados obtenidos en el presente
estudio, es necesario una revision del ejemplar asignado a esta especie para explorar
la posibilidad de una erronea identificacion, que sea una especie nueva, o bien
verificar que no existan errores relacionados con la secuenciacion.

Con respecto a los nuevos taxones incorporados al analisis Lithobates sp. Arcelia,
Lithobates sp. Colima, Lithobates sp. Papagayo, Lithobates sp. Aguaje y L. brownorum
se agruparon en Scurrilirana, el cual, es un nuevo taxon propuesto por Hillis y Wilcox
(2005) y tiene como especie tipo a L. berlandieri, y recibe su nombre del latin
Scurrilis, que significa risa, y Rana, en referencia a que sus llamados suenan como
risas. Estos resultados se esperaban puesto que Lithobates sp. Arcelia, Lithobates sp.
Colima y Lithobates sp. Papagayo fueron detectadas por Hillis et al. (1983) por medio
de aloenzimas y colocadas en el grupo berlandieri; posteriormente Zaldivar-Riveron
et al, (2004) confirmaron su identidad como especies por medio de ADN. Lithobates
sp. de la sierra El Aguaje fue detectada como miembro de Scurrilirana por Pfeiler y
Markow (2008).

Con la incorporacion de estos nuevos taxones al grupo Scurrilirana sera
necesario verificar que el llamado de apareamiento en forma de risa, que es
considerado como caracter diagnostico del grupo, sea compartido por estas especies
también, esto a fin de que sea considerado un nombre valido, de lo contrario debera
de considerarse nomina nuda, de acuerdo a lo establecido por el Coédigo de
Nomenclatura Zoolégica (ICZN por sus siglas en inglés) (en Dubois, 2007b).

Para el caso de L. brownorum nuestros resultados coinciden con Zaldivar-Riverdn
et al. (2004), en el sentido de que se trata de una especie independiente y no
subespecie de L. berlandieri como se considerd anteriormente por Hillis et al. (1983),
puesto que consistentemente en todos los anadlisis filogenéticos del presente estudio,
L. brownorum y L. berlandieri no parecen estar cercanamente emparentadas, aunque
presentan una divergencia genética menor (2.1%) a la que reporta Zaldivar-Riveron
et al, (2004) (3.3-3.9%). Esta diferencia en la divergencia genética puede ser

atribuible a que L. berlandieri de Hillis y Wilcox (2005) es de Texas, EUA, mientras
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que las utilizadas en Zaldivar-Riverdn et al., (2004) son de Tamaulias y de Nuevo
Leon, México. En este ultimo trabajo L. brownorum aparece como especie hermana de
L. neovolanicus, sin embargo en nuestro estudio aparece como especie hermana de L.
macroglossa con una divergencia genética de 1%.

Lithobates n. sp de NY quedd incluida en el grupo Pantherana, lo que se conoce
como “complejo de Rana pipiens o ranas leopardo” por algunos autores, lo cual
coincide con Newman et al. (2012), quienes detectaron esta especie criptica dentro
del grupo, aunque no ha sido formalmente descrita. En nuestros analisis aparece
como especie hermana del grupo Nenirana, el cual es un nuevo taxén propuesto por
Hillis y Wilcox (2005). Nenirana proveniente del latin nenia que significa canto
funeral y rana, en alucidén al llamado ligubre de estas ranas, y cuya especie tipo es L.
aerolata. Sin embargo, debido a que Newman et al.,, (2012) no dan detalles sobre sus
llamados, no es posible siquiera hipotetizar si esta especie pudiera ser parte de
Nenirana.

Lithobates fisheri también fué incorporada a Lacusirana por Hillis y Wilcox
(2005), debio al parecido morfologico que presenta con algunas de estas ranas, y
nuestros resultados corroboran esta posicidn con caracteres moleculares. Esta
especie habia sido declarada extinta, pero Hekkala et al., (2011) compara secuencias
de ADN obtenidas de ejemplares de museo de L. fisheri con individuos de L.
chiricahuensis de varias localidades a lo largo de su distribucién, y observan que los
individuos cercanos a Mongollon Rim en Arizona corresponden a L. fisheri. En este
estudio también se observa, al igual que en nuestros resultados, que L. fisheri y L.
chiricahuensis son especies hermanas.

De acuerdo con Goldberg et al., (2004) L. subaquavocalis es sinénima de L.
chiricahuensis, sin embargo Hillis y Wilcox (2005) las reconoce como especies
distintas sin realizar ningiin comentario al respecto. En nuestros analisis de ML e
Inferencia Bayesiana ésta especie resulta especie hermana de L. chiricahuensis-
L.fisheri, y con MP no hay resolucion entre estas tres especies.

Lithobates megapoda forman parte del grupo Lacusirana, un taxén sugerido por
Hillis y Wilcox (2005), cuya etimologia proviene del latin lacus que significa lago y
rana, dado por el habitat de la mayoria de las ranas de este grupo. Y curiosamente
tiene a L. megapoda como especie tipo, aun cuando no habia sido incorporada al

analisis. El caracter morfolégico diagnostico para este grupo es la presencia de
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pequefios puntos amarillos en las superficies posterior de las piernas. Por fortuna
para la estabilizacién nomenclatural de este grupo, en el presente estudio se confirma
su posicion filogenética y aparece como especie hermana de Lithobates sp. 2 del
Rodeo S.L.P. con la que previamente habia sido confundida por Hillis et al. (1983).

Segun la propuesta de Hillis y Wilcox (2005) Lacusirana junto con L. pipiens
forman un grupo llamado Stertirana con L. montezumae como especies tipo. De
acuerdo con Dubois (2007b) este nombre no puede ser valido debido principalmente
a dos razones. La primera a que se carece de un caracter diagnodstico para este grupo
ya que los llamados de apareamiento (parecido a ronquidos) de Nenirana y Stertirana
no pueden ser distinguidos, por lo que seria un caracter compartido por dos grupos.
La segunda es que Lacusirana y Stertirana son sinénimos bajo el criterio del ICNZ,
puesto que la especie tipo del primero es L. megapoda y del segundo es L.
montezumae, las cuales pertenecen al mismo tax6on (Lacusirana), asi que solo un
nombre debe ser aceptado.

Existen muchas especies de Lithobates que requieren de una descripcion formal,
y otras que requieren de una exploracion a lo largo de su distribucion para verificar
que se trate de una sola especie o sea un grupo de especies. Pero con los datos
disponibles, hasta ahora las relaciones filogenéticas de las especies del nuevo mundo
se mantienen, e independientemente de la controversia nomenclatural de la
propuesta de Hillis y Wilcox (2005), sigue siendo util para el manejo de las especies a

nivel infragénero.
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13 CONCLUSIONES

10.

11.

El registro helmintologico para Lithobates megapoda esta constituido por siete
taxa de los cuales cuatro son nematodos (Eustrongylides sp., Contracaecum sp.,
Foleyellides striatus y Rhabdias n. sp.), un céstodo (Ophiotaenia sp.), un
trematodo (Glypthelmins quieta) y un acantocéfalo (Polymorphidae gen. sp.).
Dado que es el primer estudio que se realiza de manera sistematica para este
hospedero, todas las especies de helmintos registradas constituyen nuevos
registros de localidad para este hospedero, a excepcion de G. quieta que habia
sido registrada previamente en el Lago de Chapala.

Ophiotaenia sp. y Polymorphidae gen. sp. se registran por primera vez en L.
megapoda y Rhabdias n. sp. es una nueva especie.

El Lago de Atotonilco fue la localidad que present6 una mayor riqueza y
diversidad de parasitos, mientras que Cajititlan presentd los mas altos niveles
de abundancia y equidad.

En cada una de las localidades domin6 una especie distinta de nematodo,
Foleyellides striatus en Atotonilco, Eustrongylides sp. en Cajititlan y
Contracaecum sp. en Chapala.

Las infracomunidades de helmintos de L. megapoda se consideran
depauperadas, con respecto a lo que se ha observado en otros vertebrados,
con valores bajos de diversidad y equidad, tal como ya se han descrito para
otros anfibios en México y en el mundo.

La prevalencia y abundancia elevada de Eustrongylides sp. y Contracaecum sp.,
considerados como infecciones paraténicas, esta determinada por el alto grado
de eutrofizacién de los lagos donde habita este hospedero.

Los analisis de similitud cuantitativa y cualitativa indican que localidades de
Atotonilco y Chapala fueron las mas parecidas.

Se contribuy6 al Proyecto Internacional del Cédigo de Barras de la Vida con
nueve secuencias de nematodos, una de céstodos y tres de trematodos.

Se obtuvo una divergencia genética intraespecifica en los helmintos de menos
del 2%.

Todos los ranidos recolectados en el Lago de Atotonilco, Lago de Cajititlan y

Lago de Chapala, en Jalisco, pertenecen a L. megapoda.
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12. Lithobates megapoda y Lithobates sp. 2, confundidas previamente por Hillis et

al. (1983) son especies distintas.

13. Nuestros resultados apoyan la monofilia de Lithobates, ain con la

incorporacion de un mayor nimero de taxones.

14. Lithobates megapoda forma parte del grupo infragenérico Lacusirana

propuesto por Hillis y Wilcox (2005).
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15 APENDICES

15.1 Apéndice I. Tinciéon con Paracarmin de Meyer

1.

2.

Como primer paso los helmintos se colocan en alcohol etilico al 96% durante
15 minutos.

A continuacién se transfieren a Paracarmin de Meyer durante 2 a 3 minutos
dependiendo del tamafio del ejemplar.

Se colocan en alcohol etilico al 96% para quitar el exceso de colorante durante
5 minutos o mas.

En seguida se colocan en alcohol acidulado al 2% con HC], hasta que los bordes
del parasito queden blancos y los 6rganos tefiidos.

Se colocan en etanol al 96% por uno o dos minutos para impedir la acciéon
progresiva del alcohol acidulado.

Despues se lavan en etanol absoluto durante 20 o 30 minutos.

A continuacion se aclaran con salicilato o aceite de clavos por no mas de 15
minutos.

Por ultimo se montan con balsamo de Canada, cuidando que el parasito quede
en posicion ventral y en el centro de la preparacion.

Paracarmin de Meyer

1 g de Acido carminico

0.5 g de Cloruro de Aluminio hidratado
4 g de Cloruro de calcio anhidro

100 mL de etanol al 70%

15.2 Apéndice II. Aclarado con Glicerina-etanol

1.

Los nematodos se transfieren a glicerina-etanol 1:1 por varias horas, segun el
tamafio y grosor de los ejemplares.

Una vez aclarados, se coloca bastante de la preparacion glicerina-etanol en un
portaobjetos.

Se coloca el nematodo en la solucion de glicerina.

A los extremos del nematodo se colocan calcitas que pueden ser cubreobjetos,
trozos de papel albanene, trozos de portaobjetos (si los nematodos estan muy
gruesos) etc. Estas calcitas ayudaran a que los ejemplares se puedan rodar y

evitan que se aplasten.

Por ultimo se coloca encima un cubreobjetos y se observan en el microscopio.
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15.3 Apéndice lll. Analisis genético de Rhabdias spp.
Comparacion con los registros de Rhabdias cf. ranae en México

El trabajo mas extenso sobre el género Rhabdias sp. en México es el realizado
por Martinez-Salazar (2008), donde se registran a varias especies de Rhabdias cf.
ranae provenientes de distintas regiones y hospederos de México. Dichos ejemplares
se encuentran caracterizados molecularmente con un pequefo fragmento de COI
(aproximadamente 350pb). Debido a que este fragmento distinto a la region utilizada
para el Cédigo de Barras de ADN, fue necesario procesar nuestro material y
amplificar dicho fragmento con el fin de realizar un analisis comparativo con
Rhabdias cf. ranae.

Los fragmentos COI de nuestro material se obtuvieron mediante PCR bajo las
siguientes concentraciones finales: Buffer 1 X, 200uM de cada dNTP, 0.4uM de cada
oligonucleoétido, 0.625 U de Amplificasa ® BioTecMol (5 U/uL), 2-3uL. de ADN, MgCl;
2mM y H0 destilada hasta completar un volumen final de 25pL.

El programa de amplificacidn consistié en: 962C por 2 min, 35 ciclos de 942C
por 1 min, 452C por 40 s y 722C por 2 min y una extensién final de 722C por 10 min.
Los oligonucleétidos utilizados fueron: JB3 (5-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3")
y JB4.5 (5-TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3") (Bowles et al., 1993).

Los fragmentos fueron secuenciados bidireccionalmente utilizando los mismos
oligonucleétidos de amplificacion de acuerdo al protocolo de BigDye 3.1 Terminator,
con el siguiente programa de secuenciacion: 962C por 3 min, 35 ciclos de 962C por 10
s, 502C por 5 s, 602C por 4 min y una extension final de 602C por 4 min (Applied
Biosystems).

Las secuencias con las que se realiz6 el analisis comparativo son las obtenidas
y empleadas por Martinez-Salazar (2008) (Tabla 17). Estos fragmentos de COI
forman parte del agrupamiento denominado por dicha autora como Rran, el cual, se
distribuye en las tierras bajas del Pacifico y son parasitas de varias especies de
Lithobates. También se utilizaron secuencias de Rhabdias peninsularis y Rhabdias sp.
de Leptodactylus melanonotus, puesto que presentan parecido morfolégico con R.
ranae y han sido confundidas con dicha especie (Martinez-Salazar, 2008), y se utiliz6

a Entomelas floresvillelai como grupo externo.
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El analisis de distancias genéticas se realizo por el método de Neighbor joining
(N]) usando el modelo de Kimura 2 parametros (K2P) implementado en MEGA
version 5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura et al., 2011) y los
valores de bootstrap con 1,000 réplicas se obtuvieron en PAUP* version 4.0b10

(Swofford, 2001).

Tabla 17. Secuencias de Rhabdias spp. utilizadas en el presente estudio obtenidas de Martinez-
Salazar (2008).

Especie Hospedero Localidad
Rhabdias cf. ranae Lithobates cf. magnaocularis Carretera San José
Mojarras-Paso de Lozada,
Nayarit
Rhabdias cf. ranae Lithobates cf. forreri Carretera Santa Maria del
oro-Cofradia, Nayarit
Rhabdias cf. ranae Lithobates zweifeli Carretera Tumbiscatio de
Ruiz-Playitas, Michoacan
Rhabdias cf. ranae Lithobates zweifeli Rio Amacuzac, Morelos
Rhabdias cf. ranae Lithobates sp. Carretera (W) Vallecitos-
Zihuaquio, Guerrero
Rhabdias cf. ranae Lithobates zweifeli Carretera Puerto de
Balsamo-Vallecitos,
Guerrero
Rhabdias peninsularis Pseudacris regilla Catavifia, Baja California
Rhabdias sp. Leptodactylus melanonotus La Cruz de Loreto, Jalisco
Entomelas floresvillelai Barisia herrerae San José El Toto, Edomex.

Comparacion con los registros de Rhabdias ranae de Estados Unidos

El material de Rhabdias sp. de L. megapoda presento parecido morfologico con
Rhabdias ranae, por lo que se realizé un analisis comparativo con los ejemplares de
Estados Unidos, que es donde se localiza la localidad tipo.

Para esto fue necesario amplificar el fragmento de rDNA de los espaciadores
internos (ITS-1y ITS-2) y 5.8S con los primers #93 (5-TTGAACCGGGTAAAAGTCG-3")
y #94 (5-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3") (Dare et al, 2008) con las siguientes
condiciones de amplificacion: 942C por 3 min, 36 ciclos de 942C por 3 minutos, 542C
por 30 s y 722C por 1 min y una extension final de 722C por 7 min. Las
concentraciones finales en la reaccion de PCR fueron las siguientes: Buffer 1 X, 200uM
de cada dNTP, 0.4uM de cada oligonucleoétido, 0.625 U de Amplificasa ® BioTecMol (5
U/uL), 2-3puL. de ADN, MgCl> 2ZmM y H20 destilada hasta completar un volumen final
de 25uL.
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Las secuencias de ADN de nuestro material se compararon con las secuencias
de Rhabdias ranae (DQ264769), Rhabdias bakeri (JX826433) y Rhabdias joaquinensis
(JX826443), siendo estas dos ultimas descritas recientemente a partir de material
confundido con R. ranae, y se utilizaron como grupos externos a R. sphaerocephala
(DQ845739) y R. pseudosphaerocephala (DQ845734), todas ellas obtenidas de
GenBank (Tkach et al.,, 2006; Langford y Janovy Jr., 2013). No se utiliz6 grupo externo
debido a que no se conto6 con una secuencia apropiada (o alineable).

Los fragmentos fueron secuenciados bidireccionalmente utilizando los mismos
oligonucleétidos de amplificacion de acuerdo al protocolo de BigDye 3.1 Terminator,
con el siguiente programa de secuenciacion: 962C por 3 min, 35 ciclos de 962C por 10
s, 502C por 5 s, 602C por 4 min y una extension final de 602C por 4 min (Applied
Biosystems)

El analisis de distancias genéticas se realizo por el método de Neighbor joining
(N]) usando el modelo de Kimura 2 parametros (K2P) implementado en MEGA
version 5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura et al., 2011) y los
valores de bootstrap con 1,000 réplicas se realizo en PAUP* version 4.0b10

(Swofford, 2001).
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