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Resumen

En este  trabajo  se  investigó  la  posición  filogenética  de  dos  especies  de  tremátodos  de  la  familia

Clinostomidae: Clinostomum heluans e Ithyoclinostomum sp. Entre  2014 y 2016 se realizó trabajo de

campo para la obtención de helmintos parásitos de peces dulceacuícolas en diferentes localidades de

México y Centroamérica en donde se obtuvieron metacercarias de tremátodos de gran tamaño en la

cavidad corporal de algunas especies de cíclidos. Las metacercarias fueron procesadas para estudios

morfológicos y moleculares. Para el estudio morfológico, fueron teñidas y montadas en preparaciones

permanentes. Para el trabajo molecular, fueron secuenciados tres marcadores, uno mitocondrial (cox1)

y dos nucleares (ITS1-5.8S-ITS2 y 28S). Para la determinación taxonómica de las metacercarias, se

examinó la literatura con respecto al área de distribución y el  material depositado en la Colección

Nacional de Helmintos (CNHE), llegando a la conclusión que éstas podrían corresponder a la especie

Clinostomum heluans.  Por  ello,  el  presente  estudio  está  dividido  en  dos  partes  (capítulos).  En  el

primero, se establece el vínculo molecular entre las metacercarias y los adultos de  C. heluans, para

determinar si las metacercarias recolectadas correspondían a esta especie. Se obtuvieron muestras de

tejido de ejemplares tanto adultos como metacercarias de esta especie de clinostómido (de México y

Brasil, respectivamente) y se estableció el vínculo a través del gen cox1. Esto nos permitió corroborar

que nuestros ejemplares no correspondieron con la especie C. heluans. En el segundo capítulo se utilizó

la reconstrucción filogenética de las metacercarias recolectadas junto con las secuencias disponibles en

el  GenBank de  otros  clinostómidos,  utilizando para  ello  los  tres  genes  referidos  con anterioridad.

Asimismo, se utilizó una aproximación de taxonomía integrativa para tratar de lograr la determinación,

incluyendo la asociación hospedatoria, el área de distribución geográfica y la revisión morfológica de

los  representantes  de  la  familia  Clinostomidae.  De  esta  manera,  se  caracterizó  morfológica  y

molecularmente a estas metacercarias que son parásitos de cíclidos y se ubicaron de manera tentativa

dentro del género monotípico Ithyoclinostomum. Sin embargo, por algunas características morfológicas

y con base en la asociación hospedatoria, no se pudo concluir que nuestros ejemplares correspondieran

a la especie I. dimorphum. Es necesaria la obtención de datos moleculares de la especie I. dimorphum

para corroborar que nuestros ejemplares representan una especie diferente, y además se requiere la

obtención de adultos en sus hospederos definitivos para poder describir esta potencial especie como

nueva. 
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Abstract

This  study  investigates  the  phylogenetic  position  of  two  species  of  trematodes  of  the  family

Clinostomidae: Clinostomum heluans and Ithyoclinostomum sp. between 2014 and 2016, we conducted

fieldwork to  obtain helminth parasites from freshwater fishes in different  localities  of Mexico and

Middle America. In six localities, unusually large metacercariae of clinostomids were found in the body

cavity of cichlids.  Metacercariae were processed for a morphological and molecular study.  For the

morphological study, specimens were stained and mounted in permanent slides. For molecular work,

two nuclear markers (ITS1-5.8S-ITS2 y 28S) and one mitochondrial (cox1) were amplified.. For the

taxonomic  identification  of  the  metacercariae,  relevant  literature  regarding species  of  clinostomids

ocurring  within  that  geographical  area  and  comparison  to  specimens  deposited  in  the  National

Collection of Helminths were analyzed, leading to the conlusion  that they might belong to the species

Clinostomum heluans. This study is divided in two parts (chapters). In the first one, a molecular link

between  the  metacercariae  and  adults  of  C.  heluans was  established  to  determine  if  the  sampled

metacercariae corresponded with this species. Specimens of adults and metacercariae of this species of

Clinostomum were  obtained  from  Mexico  and  Brazil,  respectively,  and  the  molecular  link  was

established by using  cox1 sequences. We were then able to corroborate that our specimens do not

correspond with C. heluans. In the second chapter, we tested the phylogenetic position of the unusually

large metacercariae considering sequences of clinostomids available in the GenBank for 2 ribosomal

and one mitochondrial gene.  We followed an integrative taxonomy approach to accomplish the species

identification  by  including  data  on  host  association,  geographic  distribution,  and  a  morphological

analysis with respect to all members of the family Clinostomidae.  Metacercariae were morphologically

and molecularly characterized and tentatively  placed within the genus  Ithyoclinostomum. However,

considering some morphological traits and using host association, we  conclude that our specimens do

not correspond with the species I. dimorphum. Further molecular data are necessary to corroborate that

our  specimens  represent  a  separate  species,  as  well  as  the  collection  of  adults  forms  from their

definitive hosts  to describe this potentially new species. 
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I. Introducción

I.1 Características generales del Phylum Platyhelminthes

El  Phylum  Platyhelminthes  comprende  cuatro  clases:  Trematoda,  Monogenea,  Cestoda  y

Turbellaria.  Las  primeras  tres  clases  contienen principalmente  organismos  endo y  ectoparásitos  de

invertebrados y vertebrados silvestres. Los platyhelminthes son dorsoventralmente aplanados, carecen

de cavidad corporal  (acelomados),  durante su desarrollo  se diferencian tres  capas  embrionarias,  es

decir, son tripoblásticos y el orificio oral deriva del blastoporo embrionario por lo que son protostomos.

Presentan  simetría  bilateral  y  no  están  segmentados,  aunque  en  la  clase  Cestoda  se  observan

proglótidos en forma de estróbilo.  La boca conduce a una faringe y de ahí a un intestino ciego la

mayoría  de  las  veces;  y  cuando  es  abierto  desemboca  en  un  poro  excretor.   El  intestino  puede

presentarse desde muy complejo a estar incompleto o incluso ausente. Exhiben un sistema nervioso

central compactado en un ganglio cerebral. Como sistema de osmoregulación y excreción presentan

protonefridios.  Los  organismos  de  este  phylum  son  hermafroditas,  aunque  también  se  observan

especies dióicas (Brusca & Brusca, 2005).

I. 2 Características generales de la clase Trematoda Rudolphi, 1808

De acuerdo a Gibson et al. 2001, la clase Trematoda comprende dos subclases: Aspidogastrea y

Digenea. Esta segunda clase alberga  organismos endoparásitos. Presentan un ciclo de vida complejo

con dos hospederos intermediarios, el primero un molusco y el segundo un vertebrado, la gran mayoría

de  las  veces.  El  espécimen sexualmente  maduro  se  encuentra  en un vertebrado en  la  cavidad del

cuerpo, en órganos o tejidos (Fig. 1). Presentan dos órganos de fijación: ventosa oral y ventosa ventral.

El tegumento es sincicial (células multinucleadas) con o sin espinas o papilas. La boca se presenta

como un  órgano de fijación en la parte anterior del cuerpo, una prefaringe que se vincula a la boca, la

faringe es muscular, puede estar presente o no.  El intestino es usualmente bifurcado, a veces con

ciegos  sencillos,  otras  veces  ramificado  y  algunas  veces  con  divertículos;  los  intestinos  son

frecuentemente ciegos, en ocasiones están abiertos y desembocan en un ano que se encuentra en la

pared del cuerpo o en una vesícula excretora. Presentan un único poro excretor terminal. Los digeneos

son hermafroditas, aunque existen especies dióicas. El aparato reproductor femenino esta compuesto

por un ovario, una glándula de Mehlis y un ootipo. Los huevos se almacenan en el útero. El vitelo se

puede observar desde un tejido folicular hasta una masa compacta sencilla. Frecuentemente se observan
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dos testículos, aunque pueden presentarse desde uno hasta varios. Cuando la genitalia masculina se

encuentra totalmente embebida en un saco muscular, se le nombra saco del cirro; cuando se encuentran

tanto el masculino como el femenino dentro del saco muscular, éste se llama saco del sino (sinus sac).

El aparato reproductor masculino consta de una vesícula seminal, una glándula prostática y un ducto

eyaculatorio. Normalmente se exhibe un órgano de almacenamiento espermático. El atrio genital puede

o no estar presente. Tanto machos como hembras tienen un conducto reproductor terminal que abre en

un  poro  en  común (Gibson  et  al.,  2001).  La  clase  Digenea  esta  constituída  por  150  familias,  24

superfamilias  y  dos  grandes  subclases,  Diplostomida  y  Plagirochiida  (Littlewood  et  al.,  2015).

Diplostomida es la subclase más pequeña y contiene tres superfamilias y 19 familias; una de estas es la

familia Clinostomidae (Littlewood et al., 2015). 

I.3 Características generales de la familia Clinostomidae Lühe, 1901

Los  parásitos  de  esta  familia  presentan  un  cuerpo  detamaño  medio  a  grande,  alargado  o

linguiforme;  pueden  tener  un  cuerpo  robusto  o  no,  son  planos,  en  forma  de  lanza  o  de  hoja  o

marcadamente  cónicos  en  la  parte  anterior  del  cuerpo.  Usualmente  son  convexos  dorsalmente  y

ventralmente cóncavos. Su tegumento no está ornamentado, aunque algunos pueden tener finas espinas.

La ventosa oral es pequeña o puede estar bien desarrollada. Puede observarse en algunas especies  un

pliege en forma de collar alrededor de la ventosa oral. La ventosa ventral es muscular, robusta; la cual

está  situada  en  la  parte  anterior  media  del  cuerpo.  La  prefaringe  está  pobremente  desarrollada  o

ausente. Tienen una faringe pequeña y escasamente desarrollada. El esófago es corto o está ausente. El

intestino es simple,  tiene una pared lisa  o curveada,  puede tener ramas laterales o divertículos.  El

ovario  se  encuentra  en  el  espacio  intertesticular,  puede tener  forma esférica,  oval  o  irregular.  Los

folículos vitelinos están desarrollados en el área lateral de la parte terminal del cuerpo y hasta la parte

media de los ciegos intestinales y alcanzan el nivel de la ventosa ventral. El útero es tubular; se observa

principalmente en el espacio entre los ciegos intestinales hasta el nivel de la ventosa ventral, después

desciende a la derecha hacia el poro genital. Los testículos son lisos o ligeramente lobulados, de forma

irregular, en disposición en tandem, a la mitad de la parte media posterior del cuerpo. El saco del cirro

y el poro genital se sitúan en el espacio pre-, inter-, post testicular, o lateral al testículo anterior. El poro

genital femenino y masculino están juntos y en algunas especies son separados. La vesícula excretora

tiene forma de Y (Gibson  et al., 2001). Las cercarias de esta familia  presentan ocelos, faringe, un

furcocerco, un lofocerco con un órgano principal alargado (en forma de cabeza); desarrolla a redia en

caracoles pulmonados de agua dulce. Las metacercarias se encuentran en la cavidad abdominal y en
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músculo  de  peces  de  agua  dulce,  serpientes,  salamandras  o  caracoles.  Los  adultos  se  encuentran

principalmente en la cavidad bucal o esófago de aves piscívoras, reptiles y ocasionalmente mamíferos

incluyendo humanos. En el ciclo de vida de esta familia de tremátodos las aves depositan los huevos al

exterior ya sea a través de las heces o de rejurgitamientos; de los huevos eclosiona el miracidio, el cual

tiene la potencialidad de producir un gran número de descendientes; el miracidio penetra el primer

hospedero intermediario, un caracol planórbido en el cual se desarrolla por reproducción asexual un

esperocisto; redia madre y redias hijas la cuales albergan a las cercarias las cuales una vez maduras

salen al medio acuático donde entran en contacto con el segundo hospedero intermediario, un pez, una

vez dentro del pez desarrollan a metacercarias,  para madurar a adultos requieren de la ingesta del

segundo hospedero intermediario por parte del hospedero final para que una vez dentro de el, éstas

desarrollen a tremátodos adultos y produzcan huevos y el ciclo de vida continue (Bullard &, Overstreet,

2008)   El género tipo es Clinostomum Leidy, 1856. (Fig. 1).

Fig.  1.  Ciclo  de  vida  del  género  Clinostomum de  la  familia  Clinostomidae  Lühe,  1901.
Modificado de Bulllard & Overstreet, 2008. 
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De acuerdo con Kanev et al. (2001), la Familia Clinostomidae Lühe, 1901 está compuesta por cuatro

subfamilias:  Nephrocephalinae  Travassos,  1929,  Euclinostominae  Yamaguti,  1958,  Clinostominae

Lühe, 1901 e Ithyoclinostominae Yamaguti, 1958. Las características principales que diferencian estas

subfamilias se enlistan en la Tabla 1. No se cuenta hasta la fecha con un análisis filogenético de los

miembros  de  esta  familia,  excepto  para  algunas  especies  incluidas  en  los  géneros  Clinostomum,

Euclinostomum y Odnheriotrema.
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Tabla 1.  Características  representativas  de las  subfamilias  de  la  familia  Clinostomidae  Lühe,  1901
según Kanev et al. (2001).

Nephrocephalinae
Travassos, 1929.

Euclinostominae
Yamaguti, 1958.

Clinostominae
Lühe, 1901.

Ithyoclinostominae
Yamaguti, 1958. 

Los adultos se
encuentran en la

cavidad esofágica de
reptiles

Los adultos se
encuentran en cavidad

esofágica de aves 

Los adultos se
encuentran en cavidad

esofágica de aves
(ocasionalmente de

mamíferos) 

Los adultos se
encuentran en cavidad

esofágica de aves 

Ciegos intestinales con
numerosas

ramificaciones laterales
y divertículos

Ciegos intestinales sin
ramas laterales ni

divertículos

Ciegos intestinales
sencillos sin ramas

laterales ni diverticulos

Cuerpo robusto,
linguiforme entre 5 y

30 mm de largo

Cuerpo delgado,
alcanza hasta los
100mm de largo

Nephrocephalus
sessillis 

Odhner, 1902.

Euclinostomum
heterostomum

Rudolphi, 1809

Clinostomum
complanatum

Rudolphi, 1819

Ithyoclinostomum
dimorphum 

Diesing, 1850 
(según Braun, 1900).
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II. Objetivos

      II.1 Objetivo general.

 Determinar la posición filogenética de Ithyoclinostomum sp. y de Clinostomum heluans dentro

de la familia Clinostomidae, utilizando secuencias de genes ribosomales y mitocondriales. 

II. 2 Objetivos particulares

 Caracterizar molecularmente a las metacercarias y a los adultos de C. heluans obtenidas de sus

hospederos intermediarios (Cichlidae) y definitivos (Ardeidae).

 Vincular molecularmente la metacercaria y el adulto de Clinostomum heluans en su hospedero 

intermediario (cíclido) y definitivo (aves).

 Caracterizar  morfológicamente  a  las  metacercarias  de  Ithyoclinostomum  sp. en  cíclidos

colectados en México y Costa Rica.

 Caracterizar  genéticamente las  metacercarias de Ithyoclinostomum  sp. obtenidas  de distintas

localidades y de diferentes especies de hospederos.
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III. Materiales y Métodos

 III.1 Trabajo de campo.

III.1.1 Colecta de peces y análisis helmintológico

Ithyoclinostomum sp. 

Entre el año 2014 y 2016 se colectaron peces dulceacuícolas pertenecientes a seis especies de

hospederos de la familia  Cichlidae en nueve localidades de cuencas hidrológicas de México y Costa

Rica (Tabla 2, Fig. 2).  Para obtener las muestras, se utilizó equipo de electropesca. Los peces fueron

capturados y trasportados vivos a la estación de trabajo,  donde se identificaron con ayuda de claves

especializadas  (Miller  et  al.,  2005).  Los  peces  fueron  sacrificados  para  una  posterior  revisión

helmintológica con instrumentos de disección,  se obtuvieron los órganos internos  y  se colocaron en

una caja Petri con suero fisiológico al 0.65%. El análisis de cada órgano se realizó con la ayuda de un

microscopio  estereoscópico.  La  observación  se  realizó  primero  externamente  y  después  de  forma

interna.  Cabe  mencionar  que  las  metacercaria  se  encontraron  libres  en  la  cavidad  corporal  de  su

hospedero. 

Clinostomum heluans

En el  caso de esta especie  de tremátodo, las metacercarias fueron recolectadas por  Hudson

Alves Pinto en  Australoheros sp.  en Pampulha en Belo Horizonte, Minas Gerais,  de Brasil, mientras

que el  adulto fue recolectado por  María  Amparo Rodríguez-Santiago y Karina López García  de la

cavidad bucal  de  Ardea alba en  la  localidad  de  Palizada  del  Este,  Campeche,  México.  Asímismo

colectaron dos individuos más cuyos hospederos fueron  Ardea herodias y  Ardea alba de la misma

localidad.

III.1.2 Fijación de ejemplares

Los ejemplares encontrados se procesaron de dos maneras de acuerdo al objetivo de análisis. Una vez

obtenidos, los ejemplares fueron lavados en solución salina al 0.6 o 0.8%. Para el estudio morfológico,

los trematodos fueron fijados en formol caliente al 4%, y posteriormente colocados en un frasco de

vidrio con formol al 4% a temperatura ambiente y etiquetado para su identificación taxonómica. Para el

análisis molecular, los adultos y metacercarias fueron colocados en un vial con alcohol etílico absoluto,

etiquetadas y mantenidas a -20°C hasta su extracción. 
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Fig. 2 Mapa que muestra la distribución de los ejemplares de Ithyoclinostomum sp. y de C. heluans utilizados en el presente estudio, incluyendo datos 
de registros previos en el Continente Americano.

Tabla 2. Registros de Ithyoclinostomum sp. y Clinostomum heluans Braun, 1899.

n: número de ejemplares colectados *  adulto 
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Tabla 2. Registros de metacercarias y adultos de Ithyoclinostomum sp., Ithyoclinostomum dimorphum y Clinostomum heluans.

Localidad Hospedero N W Autor

Ithyoclinostomum sp. (Metacercaria)
México
     Estado Tabasco
               Gregorio Méndez Mayaheros urophthalmus 17°27'00'' 91°34'10'' Presente estudio
     Estado Chiapas
               El Ocotalito, Naha Vieja melanura 17°03'00'' 91°35'49'' Presente estudio
     Estado Veracruz 
               Nautla River, Nautla Herichthys deppi 20°11'18'' 96°44'43'' Presente estudio
               Nautla River, Filipinas Herichthys deppi 20°00'47'' 97°09'50'' Presente estudio
Costa Rica
     Provincia Guanacaste
               Río Irigaray, Liberia Cribroheros longimanus 10°43'21'' 85°30'38'' Presente estudio
               Río Irigaray, Liberia Parachromis managuensis 10°43'21'' 85°30'38'' Presente estudio
               Río Orosí, Pithaya Cribroheros alfari 11°03'05'' 85°24'30'' Presente estudio
               Río Orosí Cribroheros alfari 11°02'50'' 85°22'48'' Presente estudio
Nicaragua
     Región Autónoma de la Costa Caribe Sur
               Río Mahogany Cichlasoma managuense 12°03'22'' 83°59'07'' Aguirre-Macedo et al., 2001*
Ithyoclinostomum dimorphum (Adulto) S W

Brasil
     No especificado Ardea cocoi Braun, 1899
     Estado Pará 
               Ilha de Marajó Ardea cocoi Lent & Freitas, 1937
     Estado Mato Grosso
               No especificado Ardea cocoi Travasos, 1928
               Barão de Melgaço Ardea cocoi 23°30'00'' 47°30'00'' Pinto et al., 2004

Ardea alba 23°30'00'' 47°30'00'' Pinto et al., 2004
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Nycticorax Nycticorax 23°30'00'' 47°30'00'' Pinto et al., 2004
     Estado de Mato Grosso do Sul 
               No especificado Ardea cocoi Travasos, 1941; Travasos & Freitas , 1942, 1943
               Cuenca del Río Paraná Ardea cocoi 22°70'00''  53°40'00'' Dias et al., 2003
               Barão de Melgaço Tigrisoma lineatum Arruda et al., 2001
     Estado São Paulo 
               Pirassununga Nycticorax Nycticorax Arruda et al., 2001
     Estado Rio Grande do Sul
               Pelotas Ardea cocoi 31°46'19'' 52°20'34'' Fedatto et al., 2017
Ithyoclinostomum dimorphum (Metacercaria) S W

Brasil
     Estado Tocantins
               Río Araguaia, Araguanã Hoplias malabaricus 06°34'00'' 48°38'00'' Reis, 2014
     Estado Rio Grande do Sul
               Santa Maria Hoplias malabaricus Weiblen & Brandão, 1992
               Cachoeira do Sul Hoplias malabaricus Gallio et al., 2007
               Río Pirantini Hoplias malabaricus 31°30'00'' 53°31'00'' Rodrigues, 2010
     Estado Minas Gerais
               Rio Doce Hoplias malabaricus 19°46'53'' 42°35'57'' Belei et al., 2013
               No especificado Hoplias malabaricus Moreira, 2000 
               Cuenca São Francisco Hoplias malabaricus 18°12'32'' 45°15'41'' Costa et al., 2015
               Cuenca São Francisco Hoplias intermedius 18°12'32'' 45°15'41'' Costa et al., 2015
               No especificado Hoplerythrinus unitaeniatus Moreira, 2000 
     Estado Rio de Janeiro 
               Reserva Lajes Hoplias malabaricus 22°42'00'' 44°05'00'' Paraguassú & Luque, 2007
     Estado Espírito Santo Hoplias malabaricus Travasos, 1964
     Estado Pará
               Lago Arari, Isla Marajó Hoplias malabaricus 00°39'48'' 49°10'30'' Benigno et al., 2014
               Lago Arari, Isla Marajó Hoplerythrinus unitaeniatus 00°39'48'' 49°10'30'' Benigno et al., 2014
    Estado Paraná 
               Porto Rico Hoplias malabaricus Pavanelli et al., 1990
               Porto Rico Schizodon borelli 22°40'00'' 53°15'00'' Machado et al., 1996
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Argentina
          Provincia de Tucumán Hoplias malabaricus Szidat, 1969
Perú 
       Provincia del Alto amazonas 
               Yurimaguas Hoplerythrinus unitaeniatus 05°42'03'' 76°52'03'' Delgado et al., 2017

Clinostomum heluans (Adulto)

México N W

     Estado Campeche,

               Palizada del Este Ardea alba 18°15'19'' 92°06'32'' En este estudio

     Estado Nuevo León

              Sabinas Hidalgo Ardea herodias Bravo-Hollis, 1947

Brasil S W

      No especificado 
Ardea caerulea       
Nycticorax gardeni Braun, 1899

     No especificado
Ardea cocoi        
Nyctanassa violacea Travasos, 1969

     Estado Minas Gerais Butorides striata 19°50'50'' 43°59'35'' Pinto et al., 2013

Tigrisoma lineatum Fernandes et al., 2015

     Estado São Paulo Botaurus pinnatus 24°43'21'' 47°32'29'' Werneck et al., 2017

Cuba Ardea alba Pérez-Vigueras, 1955

Venezuela Ardea alba Caballero & Diaz-Ungría, 1958

Clinostomum heluans (Metacercaria)

Brasil

     Estado Minas Gerais

               Belo Horizonte Autraloheros sp. 19°50'50'' 43°59'35'' En este estudio

     No especificado Cichla temensis Vicente et al., 1978
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     No especificado Geophagus proximus Zago et al., 2012

Bolivia

          Santa Cruz Cichlasoma boliviense Locke et al., 2015°

Clinostomum sp. L5 (Adulto)

México

     Estado Campeche

               Palizada del Este Ardea alba 18°15'19'' 92°06'32'' En este estudio

Ardea herodias 18°15'19'' 92°06'32'' En este estudio
* La metacercaria reportada por Aguirre-Macedo et al. (2001) fue identificada como Clinostomum sp.; en este trabajo se identifica como Ithyoclinostomum sp. por las características
morfológicas que presenta en común con las metacercarias reportadas en este estudio. ° El registro reportado por Locke  et al. (2015) como  Clinostomum sp. 6 corresponde a
Clinostomum heluans revelado por análisis filogenéticos con el gen cox1.
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III. 2 Estudio morfológico

III.2.1 Número de ejemplares y técnica de tinción de los organismos

Los ejemplares fijados en formol al 4% fueron lavados con alcohol al 70% y luego en alcohol al

96%, posteriormente se tiñeron  utilizando  Paracarmín de Meyer y se lavaron en alcohol 96% para

retiral  el  exceso de colorante.  Se sumergieron en alcohol acidulado al  2% con ácido clorhídrico y

lavados en alcohol al 96% para desactivar el efecto aclarante del alcohol acidulado y deshidratados en

alcohol  absoluto  por  30  minutos,  posteriormente  fueron  aclarados  usando  salicilato  de  metilo  y

montados en preparaciones permanentes con  bálsamo de  Canadá según  Lamothe-Argumedo, 1997  y

fueron depositados en la Colección Nacional de Helmintos (CNHE).

III.2.2 Medición de ejemplares

Las  estructuras  morfológicas  de  14  metacercarias  fueron  medidas.  Para  ello,  se  utilizó  un

microscopio  óptico ZEISS: Axio Zoom V. 16 integrado con una  cámara Axio Cam Mrc5.  Con el

software ZEN-Zeiss Efficiant Navigation se obtuvieron fotos en las cuales se llevó a cabo la medición

de las estructuras. Los resultados obtenidos fueron utilizados para la caracterización morfológica de

Ithyoclinostomum sp.  

Los organismos se describieron y esquematizaron con ayuda del software GIMP 2.8.16. Para su

identificación a nivel específico, se emplearon claves taxonómicas y descripciones originales.

III.2.3 Obtención de fotografías de Microscopía Electrónica de Barrido (MEB)

Dos  ejemplares  conservados  en  formol  al  4%  fueron  lavados  en  agua  destilada  y

subsecuentemente deshidratados con alcoholes graduales hasta alcohol absoluto posteriormente fueron

secados con dióxido de carbono y montados sobre placas de metal con pasta de plata y recubiertos con

oro  con  la  finalidad  de  ser  observados  en  el  microscopio  electrónico  de  barrido  Hitachi  modelo

Stereoscan SU1510 (Hitachi High-Technologies México S. A. de C. V, México) a 15 kV. 

III.3 Estudio Molecular

III.3.1 Extracción de DNA

Los ejemplares fueron digeridos individualmente en una solución que contuvo 10mM de Tris-

22



HCI (pH 7.6), 20 mM NaCI, 100 mM Na2 EDTA (pH 8.0), 1% Sarkosyl y 0.1 mg/ml proteinasa K a

56ºC por 24 horas. Posteriormente a la digestión, el ADN se extrajo usando el reactivo DNAzol de

acuerdo a las instrucciones de uso de los fabricantes.

III.3.2 Amplificación de genes nucleares y gen mitocondrial

Primers

El ADN ribsomal y mitocondrial se amplificó usando la reacción en cadena de la Polymerasa 
(PCR) usando los siguientes primers:

 Para ITS1, 5.8S, ITS2 (Luton et al., 1992).

 BD1 5'-GTCGTAACAAGGTTTCCGTA-3' (forward)
 BD2 5'-ATCTAGACCGGACTAGGCTGTG-3' (reverse)

Para 28S los primers utilizados fueron tomados de García-Varela & Nadler, 2005

 502 5'-CAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGC-3' (forward)
 536 5'-CAGCTATCCTGAGGGAAA-3' (reverse)

Para el gen Citocromo Oxidasa I (cox1) de Moszczynska et al., 2009

 MplatCOX1dF 5´-TGTAAAACGACGGCCAGTTTWCITTRGATCATAAG-3´   forward 
 MplatCOX1dR 5´-CAGGAAACAGCTATGACTGAAAYAAYAIIGGATCICCACC-3´ reverse 

Condiciones de Amplificación

La reacción en cadena de la polimerasa fue llevada a cabo en volumen total de 25μl conteniendo

2μl de DNA genómico, 1μl de cada primer (10mM) 0.5μl de dNTP's (10mM), 0.125 μl equivalentes a

una media unidad de Taq Polimerasa 2.5  μl de Buffer (10X), 1.5  μl de MgCl2 y 16.375  μl de agua

megapura. Las condiciones de amplificación para  cada gen se muestran en la tabla 3.

   Tabla 3. Condiciones de Amplificaciones para primers
ITS1-5.8S-ITS2 28S cox1

Desnaturalización 94°C 5 min 95°C 5 min 94°C 5min

35 Ciclos 94°C 1min 94°C 1 min 94°C 1min

Alineamiento 50°C 1min 50°C 1 min 50°C 1 min

1a. Extensión 72°C 1min 72°C 1 min 72°C 1 min

Extensión final 72°C 10 min 72°C 10 min 72°C 1 min

Permanencia 4°C 4°C 4°C
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III.3.3 Reacción de secuenciación

La reacción de secuenciación se realizó con el reactivo Big Dye (Applied Biosystems, Boston 

Massachussetts) en un volumen total de 10 μl. Los primers usados fueron los mismos para la 

amplificación, en el caso de los espaciadores internos ITS1, 5.8S, ITS2 y el gen 28S se usaron algunos 

primers internos:

Primers internos (ITS1, 5.8S, ITS2):

 BD3 5'-GAACATCGACATCTTGAACG-3' (forward) (Hernandez-Mena et al., 2013)

 BD4 5'-ATAABCCGACCCTCGGC-3' (reverse) (Hernandez-Mena et al., 2013)

Primers internos (28S):

 503 5'-CCTTGGTCCGTGTTCAAGACG-3' (forward) (Stock et al., 2001)

 504 5'-CGTCTTGAAACACGGACTAAGG-3' (reverse) (García-Varela & Nadler, 2005)

III.3.4 Secuenciación y alineamiento

Los purificados fueron secuenciados en un secuenciador ABI Applied Biosystems 3730. Las

secuencias  fueron  ensambladas  con  el  programa  Codoncode  Aligner  version  6.0.2  (Codoncode

Corporation). Para cumplir con los objetivos planteados en este trabajo se realizaron seis alineamientos

que incluyeron las secuencias generadas en este estudio junto con aquellas obtenidas del GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html).  En  todos  los  casos,  éstos  fueron  obtenidos por

medio  del  programa  Clustal  Omega  implementado  en  el  servidor  web

https://www.ebi.ac.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ y posteriormente corregidos manualmente mediante el

programa Bioedit versión 7.2.6.1 (Hall, 1999). 

Para el estudio de la posición filogenética de  C. heluans dentro del género  Clinostomum, se

construyó  un  alineamiento  a  partir  de  secuencias  del  gen  cox1.  El  alineamiento  consistió  de  51

terminales y 474 caractéres que incluyen cinco especies del género  Clinostomum reconocidas como

especies válidas, además de siete linajes genéticos que representan especies aún por describir, todos

estos distribuídos en el Continente Americano, además se incluyeron dos especies del viejo mundo (C.

Complanatum y Euclinostomum sp.) y como grupo externo para enraizar los árboles, a tres especies de

diplostómidos (Diplostomum baeri,  Austrodiplostomum sp. y Alaria marcianae). 

Para el caso de Ithyoclinostomum, se realizaron cuatro alineamientos con un número variable de
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terminales en función de la información disponible para los tres marcadores moleculares ITS1-5.8S-

ITS2, 28S y cox1 (Gustinelli  et al., 2010; Caffara et al., 2011, 2013, 2017; Locke et al., 2011, 2015;

Sereno-Uribe  et al., 2013; Pérez- Ponce de León et al., 2016; Rosser  et al., 2017; Woodyard  et al.,

2017).  Se  realizaron  alineamientos  para  cada  gen  individual  y  concatenados  para  los  tres  genes

anteriormente mencionados.

cox1. El alineamiento consistió de 474 pares de bases (pb) y de 15 secuencias pertenecientes a

Ithyoclinostomum sp.,  dos  secuencias  de Euclinostomum  heterostomum,  tres  de  Odhneriotrema

incommodum y una o dos réplicas de cada una de las 11 especies válidas de Clinostomum, más una o

dos réplicas de cada uno de los 12 linajes descritos por Locke et al. (2011); Perez- Ponce de León et al.

(2016); Caffara et al. (2017).

ITS1-5.8S-ITS2. El alineamiento fue de 1142 pb e incluyó 17 secuencias de Ithyoclinostomum 

sp., dos secuencias de Euclinostomum heterostomum, dos de Odhneriotrema incommodum, y una o dos 

réplicas  de cada una de las 11 especies válidas de Clinostomum, más una o dos réplicas de los 12 

linajes genéticos descritos por Locke et al. (2011); Pérez-Ponce de León et al. (2016); Caffara et al. 

(2017).

28S. El alineamiento fue de 1414 pb y solamente incluyó dos secuencias de Ithyoclinostomum

sp., dos secuencias de Euclinostomum heterostomum, una de Odhneriotrema incommodum, una o dos

réplicas de las seis especies válidas de  Clinostomum para las cuales hay secuencias disponibles para

este marcador, una especie de  Clinostomum no identificada de Australia y dos réplicas de los cinco

linajes de Clinostomum de América descritos por  Pérez- Ponce de León et al. (2016).

Análisis concatenado de los tres marcadores. Consistió de 3094 pb e incluyó dos secuencias de

Ithyoclinostomum sp., dos secuencias de Euclinostomum, una de Odhneriotrema, una o dos réplicas de

las seis especies válidas de  Clinostomum y dos réplicas de cinco linajes genéticos de Clinostomum

descritos por Pérez- Ponce de León et al. (2016).

III. 4 Métodos de reconstrucción filogenética

Se llevaron a cabo análisis de Máxima Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (IB) con los

alineamientos anteriormente referidos.
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Máxima verosimilitud (ML)

Los análisis de ML fueron realizados en el programa RAxML versión 8.2.X (Stamatakis, 2014).

Para ello se hizo una búsqueda del mejor modelo de sustitución nucleotídica en el programa jModeltest

versión 2.1.10 (Darriba et al., 2012) de acuerdo al criterio de información de Akaike  corregido. Los

parámetros de ejecución del programa consistieron en una búsqueda de  bootstrap y una subsecuente

búsqueda del árbol de ML. Los valores de apoyo de bootstrap consistieron en 1000 repeticiones junto

con optimización de  longitud  de  ramas.  La  Verosimilitud  final  fue  evaluada  y optimizada  bajo  el

modelo GAMMA de tasas de heterogeneidad. 

Inferencia Bayesiana (IB)

Los análisis de Inferencia Bayesiana fueron elaborados usando el programa MrBayes v. 3.2.6

(Ronquist  et al., 2012). El análisis fue diseñado con dos corridas y cuatro cadenas (una fría y tres

calientes). Las cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC por sus siglas en inglés) fueron corridas por

10 millones de generaciones muestreadas cada 1000 generaciones y las primeras 2500 muestras fueron

descartadas como burn-in (25%). La topología consenso y el soporte de los nodos fue evaluado como

valores de Probabilidad Posterior (Huelsenbeck  et al., 2001). Los resultados fueron examinados con

Tracer V 1.4 (Drummond & Rambaut, 2007) para corroborar la convergencia de diferentes parámetros

que determinan el número aproximado de generaciones a las cuales los estadísticos se estabilizaron y

para identificar el tamaño efectivo de muestra (EES>200). Los árboles resultantes fueron observados y

editados en el programa Fig Tree versión 1.4.3 (Rambaut, 2016).

Las divergencias genéticas (distancias “p” no corregidas) fueron calculadas con el programa

PAUP versión 4.0a (build 159, Swofford, 2017). 
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IV. Resultados 

Los resultados de este trabajo se presentan en dos capítulos. El Capítulo 1 incluye la posición

filogenética de C. heluans dentro del género Clinostomum a partir de secuencias del gen mitocondrial

cox1 en donde se utilizó la información molecular para establecer un vínculo entre las metacercarias

obtenidas  en  peces  y  los  adultos  en  aves  ictiófagas.  El  Capítulo  2  consiste  en  la  caracterización

morfológica y molecular de metacercarias del género Ithyoclinostomum además del establecimiento de

la  posición  filogenética  en  la  clasificación  de  la  familia  Clinostomidae,  basados  en  análisis  de

secuencias de tres genes, dos nucleares (28S e ITS) y uno mitocondrial (cox1). 
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IV.1 Capítulo 1

Link Between the Adult and the Metacercaria of Clinostomum heluans Braun,  1899  (Trematoda:

Clinostomidae) Through DNA Sequences, and its Phylogenetic Position  within  the  Genus

Clinostomum Leidy, 1856.
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Capítulo 2

Morphological  and  molecular  characterization  of  an  enigmatic  clinostomid  trematode  (Digenea:

Clinostomidae) parasitic as metacercariae in the body cavity of freshwater fishes (Cichlidae) across

Middle America
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 V. Discusión general

En el presente trabajo se estudió la metacercaria de un tremátodo perteneciente a la familia

Clinostomidae cuya determinación taxonómica requirió el uso de una aproximación integrativa donde

se  consideraron  caracteres  moleculares,  morfología,  patrones  de  asociaciónes  ecológicas  y  de

distribución geográfica. Desde que los ejemplares fueron recolectados en cíclidos de localidades de

México y Costa Rica surgió una interrogante sobre la identificación de estos tremátodos. En primera

instancia  se  consideró  que  podrían  pertenecer  a  Clinostomum  heluans,  una  especie  originalmente

descrita de la cavidad bucal de la garza azul  Ardea caerulea en Brasil (Braun, 1899), pero que en la

actualidad se ha encontrado parasitando al menos a siete especies de ardeidos  de Brasil, Venezuela,

Cuba y Mexico (Bravo-Hollis, 1947; Pérez-Vigueras, 1955; Caballero y Diaz-Ungría, 1958; Travassos

et al., 1969; Pinto et al., 2013; Fernandes et al., 2015; Werneck et al., 2017). Adicionalmente, existe un

registro de esta especie para la República Checa y el este de Rusia (Sitko, 2012); sin embargo, estos

registros  requieren  verificación  ya  que al  parecer  C.  heluans solo  se  distribuye  en  el  Continente

Americano.

Clinostomum heluans exhibe gran tamaño alcanzando hasta los 26 mm de largo y 3.2 mm de

ancho (Bravo-Hollis, 1947), presenta las gónadas terminales y su distribución geográfica abarca desde

el norte de México (Sabinas Hidalgo, Nuevo León) hasta Minas Gerais, Brasil (ver Fig. 2). Por ello se

consideró preliminarmente que las metacercarias podrían corresponder con C. heluans. Sin embargo,

revisiones morfológicas de especímenes adultos de esta especie mostraron diferencias considerables y

los análisis moleculares confirmaron que las metacercarias no pertenecen al género Clinostomum. Cabe

destacar que Locke et al. (2015) colectó una metacercaria de  Cichlasoma boliviense en Santa Cruz,

Bolivia y la reportó como  Clinostomum sp. 6; en los análisis filogenéticos aquí presentados con el

marcador molecular cox1, esta especie presentó baja variación genética (0.2-0.4%) con respecto a C.

heluans, los cual nos indicó que Clinostomum sp.6  corresponde a Clinostomum heluans (ver resultados

del Capítulo 1 del presente trabajo).

Las metacercarias reportadas en este estudio también comparten características morfológicas

con  el  género Ithyoclinostomum aunque  hay  claras  diferencias  a  la  especie  monotípica

Ithyoclinostomum dimorphum. 

El  género Ithyoclinostomum  es  característico  en  la  familia  Clinostomidae  debido  a  que  la

especie tipo alcanza un tamaño poco frecuente entre las especies de tremátodos,  60-100 mm de largo
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en individuos adultos y 13-50 mm en metacercarias. En este trabajo las metacercarias midieron entre 11

y 29.5 mm de largo y 2.3-8.4 mm de ancho; en el caso de I. dimorphum el ancho del cuerpo varia entre

1.5 y 3.75, lo cual indica que éstos presentan un cuerpo más delgado y alargado con respecto a las

metacercarias  de  Costa  Rica  y  México.  Aguirre-Macedo  et  al.  (2001)  reportaron  un  ejemplar  de

metacercaria recolectada de la cavidad corporal de un cíclido en Nicaragua de mayores dimensiones

(39 mm de largo x 11 mm de ancho).  Morfológicamente,  nuestros ejemplares corresponden con el

género  Ithyoclinostomum, principalmente en la posición pretesticular y anterolateral del poro genital y

de la  bolsa del  cirro,  además de ser el  género que incluye  a  la  especie  más grande de tremátodo

conocido.  No  obstante,  las  metacercarias  de  nuestro  estudio  difieren  morfológicamente  de  I.

dimorphum con  respecto  al  hábitat,  la  relación  hospedatoria  y  la  distribución  geográfica.  Las

metacercarias de I. dimorphum han sido registradas enquistadas o libres en la cavidad del cuerpo y en

diferentes órganos de peces caraciformes, principalmente de las familias Erythrinidae y Anostomidae,

con una distribución amplia en Brasil, aunque también hay reportes en Perú y Argentina (Arruda et al.,

2001; Belei et  al., 2013; Benigno  et al., 2014; Braun, 1899; Dias  et al., 2003; Delgado et al., 2017;

Fedatto  et al.,  2017; Gallio  et al.,  2007; Lent & Freitas,  1937; Reis,  2014; Machado  et al.,  1996;

Moreira,  2000;  Rodrigues,  2010;   Travasos,  1928,  1941;  Travasos  &  Freitas,  1942,  1943,  1964;

Paraguassú & Luque, 2007; Pavanelli et al., 1990; Pinto et al., 2004; Weiblen & Brandão, 1992; Szidat,

1969). Mientras que Ithyoclinostomum sp. se encontró libre en la cavidad corporal y únicamente se ha

reportado en cíclidos de Centroamérica y México (Tabla 2).

La revisión  morfológica comparativa de  las  especies  de los  géneros  restantes  de la  familia

Clinostomidae  mostró  de  igual  manera  diferencias  sustanciales.  Con  respecto  a  los  géneros

Clinostomatopsis  y  Clinostomoides (subfamilia  Clinostominae)  varios  atributos  difieren  de  los

especímenes aquí estudiados;  Clinostomatopsis sorbens   presenta el saco del cirro y el poro genital

inter-testicular, testículos muy grandes y profundamente lobulados; el testículo anterior presenta cinco

lóbulos  irregulares  mientras  que  el  testículo  posterior  presenta  seis  (Benigno et  al.,  2014).  Las

metacercarias de  C. intermedialis y  C. sorbens  han sido encontradas en erytrinidos de Brasil y los

adultos en suliformes del Norte de México, Centro y Sudamérica y pelicaniformes y ciconiiformes de

Brasil  y  Argentina,  respectivamente.  El  género  monotípico  Clinostomoides (Clinostomoides  brieni)

presenta la bolsa del cirro en posición intertesticular y el poro genital está situado en posición posterior

al testículo posterior; sus  metacercarias se encuentran enquistadas en branquias y presentan papilas y

espinas en la superficie corporal, parasitando a peces siluriformes y ardeidos de África y Asia (Kanev
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et al., 2002). 

Con relación  a  la  subfamilia  Nephrocephalinae,  ésta  incluye  los  géneros  Nephrocephalus y

Odhneriotrema; se han encontrado metacercarias de Odhneriotrema incommodum parasitando el tejido

ovárico y testicular de peces lepisosteiformes comúnmente llamados ¨pejelagartos¨ y los especímenes

adultos han sido encontrados en la cavidad bucal y esofágica de caimanes de Florida (Leigh, 1978;

Woodyard et al., 2017). En contraste, las metacercarias de Ithyoclinostomum sp. fueron encontradas en

cíclidos de México y Centroamérica, mientras que el hospedero definitivo es aún desconocido, aunque

si bien éste debe ser un ave ictiófaga, no descartamos la posibilidad de que sea alguna especie de

cocodrilo. Si este fuera el caso, es probable incluso que nuestros ejemplares pudieran representar un

género diferente a Ithyoclinostomum. En cuanto a las características morfológicas de los integrantes del

género Nephrocephalus, éstos presentan poros genitales femenino y masculino separados y la bolsa del

cirro postesticular. Finalmente, en el caso del género Euclinostomum, aunque las metacercarias también

se han registrado como parásitos  de  cíclidos  y los  adultos  son encontrados en la  cavidad bucal  y

esofágica de ardeidos del viejo mundo (Caffara et al., 2016); morfológicamente son muy diferentesya

que los ciegos intestinales son ramificados y presentan divertículos característicos de este género, que

están ausentes en Ithyoclinostomum.

Los resultados moleculares de nuestro estudio confirman que las metacercarias representan un

linaje genético claramente diferenciado de otros géneros de la familia Clinostomidae para los cuales

hay secuencias disponibles en el GenBank. Los análisis de inferencia filogenética de tres marcadores

genéticos, dos nucleares y uno mitocondrial, aunque fueron discrepantes, mostraron claramente a través

de  un  análisis  concatenado  de  los  tres  marcadores  que  las  metacercarias  que  identificamos

tentativamente como pertenecientes al género Ithyoclinostomum sp. conforman un grupo monofilético,

aunque su relación con otros clinostómidos requiere necesariamente la adición de secuencias de más

representantes. La topología del análisis concatenado sugiere además que Odhneriotrema, parásito de

cocodrilos, es el grupo basal de clinostómidos, mientras que Ithyoclinostomum es el grupo hermano de

Euclinostomum y Clinostomum. La confirmación de nuestra hipótesis podrá realizarse cuando se cuente

con secuencias, tanto de I. dimorphum como de otros clinostómidos, principalmente de aquellos que se

distribuyen en Sudamérica, incluyendo representantes del género Clinostomatopsis.
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VI. Conclusiones

Se estableció molecularmente el vínculo entre el adulto de Clinostomum heluans obtenido de la cavidad

bucal de ardeidos del sureste de México y la metacercaria recolectada de un cíclido de Brasil.

Los  análisis  filogenéticos  con  el  gen  mitocondrial  cox1  nos  permitieron  corroborar  que  el  linaje

descrito por Locke et al. (2015) como Clinostomum sp. 6 corresponde con la especie C. heluans.

Las  metacercarias que se recolectaron en la  cavidad corporal  de diferentes especies de cíclidos de

México  y  Centroamérica  fueron  identificadas  como  pertenecientes  al  género  Ithyoclinostomum

principlamente por la posición del complejo genital y  la del poro genital.

Las  metacercarias  analizadas  no  corresponden con la  especie  Ithyoclinostomum dimorphum  por la

longitud  del  cuerpo  (relación  largo/ancho),  el  hábitat  y  los  patrones  de  distribución  geográfica  y

hospedatoria.

El hospedero definitivo de Ithyoclinostomum sp. aún se desconoce.

La  identificación  de  los  ejemplares  dentro  del  género  Ithyoclinostomum es  tentativa.  Se  requiere

obtener secuencias de ADN de las formas adultas en sus hospederos definitivos para corroborar la

identificación taxonómica. 
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