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RESUMEN

Los nematodos pertenecientes a la familia Onchocercidae pueden habitar diversos hébitats
(desde el sistema linfatico, circulatorio, madsculos, tejido conectivo o la cavidad corporal),
exhibiendo especificidad hacia el huésped o el sitio que parasitan; algunas especies son de
importancia médica y veterinaria. Los organismos de este grupo se clasifican en 6
subfamilias, 87 géneros y 668 especies a nivel mundial; en México, se tienen registrados 14
géneros y 33 especies, lo que representa el 16% de los géneros y 4.9% de las especies
descritas en todo el mundo; Costa Rica, a su vez, posee 11 géneros (12.6%) y 18 especies
(2.7%). A pesar de la gran riqueza especifica de oncocércidos en ambos paises, hasta la fecha
los estudios realizados se restringen a su descripcion morfoldgica, sin analizar su posicion
filogenética dentro de la familia con bases moleculares. Para el grupo, la Gltima hipotesis
filogenética fue desarrollada utilizando Gnicamente ejemplares europeos, asiaticos, africanos y
sudamericanos, sin incluir especies norte y centro americanas, en particular algunas de
México y Costa Rica. El objetivo principal de la tesis fue analizar la posicion filogenética de
ejemplares mexicanos y centroamericanos con la finalidad de ampliar el conocimiento acerca
de la familia. Los nematodos fueron obtenidos a partir de diversas fuentes (colectas, diseccion
de hospederos preservados, ejemplares pertenecientes a la CNHE y donaciones); éstos fueron
procesados para su revision morfologica y extraccion de DNA. Como paso inicial, se
observaron al microscopio, fotografiaron y enviaron a Microscopia Electronica de Barrido
para su correcta asignacion a nivel genérico. El DNA se extrajo con la utilizacion de tres kits
comerciales (QIAGEN, JENA y MasterPure Complete) y se amplificaron cuatro fragmentos
genéticos [dos mitocondriales (coxl y 12S) y dos nucleares (18S y 28S)]. Las secuencias
fueron ensambladas en Geneious 10.2.2, alineadas en MAFFT ver. 7 y se establecieron los
modelos evolutivos en el programa j-ModelTest. Los alineamientos de cada fragmento se
concatenaron y se analizaron bajo tres enfoques: Parsimonia (en TNT), Verosimilitud
Maxima (en RaxML) e Inferencia Bayesiana (en Mr. Bayes). En total se identificaron los
géneros Piratuba, Foleyellides, Ochoterenella, Pelecitus, Macdonaldius, Dipetalonema y
Litomosoides), a partir de los cuales se obtuvieron 35 secuencias concatenadas de 5 de los 7
géneros. Estas secuencias se conjuntaron con 55 procedentes de GenBank. Los arboles
obtenidos fueron congruentes entre si, recuperandose dos grupos generales (que denominamos
A'y B) con valores de soporte altos en los tres analisis. El grupo A se muestra como el grupo
hermano de B, consistiendo de las tres subfamilias parasitas de anfibios y reptiles
(Oswaldofilariinae, Waltonellinae e Icosiellinae) y se conserva como un grupo
tempranamente divergente dentro de los oncocércidos, concordante con lo sugerido en
filogenias previas. El grupo B incluye a Splendidofilariinae, Dirofilariinae y Onchocercinae;
no obstante, a nivel de subfamilia no se muestran como grupos monofiléticos, por lo que
consideramos que las caracteristicas diagndsticas a nivel morfoldgico deben ser re-evaluadas.



ABSTRACT

Nematodes belonging to the Onchocercidae family can inhabit several habitats (from the
lymphatic system, circulatory system, muscles, connective tissue or body cavity), exhibiting
specificity to the host or site they parasitize. Also, some species are of medical and veterinary
importance. The organisms of this group are classified in 6 subfamilies, 87 genera and 668
species worldwide; in Mexico, there are 14 genera and 33 species, which represents 16% of
the genera and 4.9% of the species described throughout the world; Costa Rica, in turn, has 11
genera (12.6%) and 18 species (2.7%). In spite of the great specific richness of onchocercids
in both countries, to date, the studies carried out are restricted to their morphological
description, and no studies about their phylogenetic position within the family with molecular
bases has been conducted. For the group, the last molecular phylogenetic hypothesis was
developed only with European, Asian, African and South American specimens, and no
specimens from North and Central America were included. Thus, the main objective of the
thesis was the analysis of the phylogenetic position of Mexican and Central American
specimens to expand the phylogenetic knowledge of the family. The nematodes were obtained
from different sources (collections, dissection of preserved hosts, specimens belonging to the
CNHE and donations). These worms were processed for morphological revision and DNA
extraction. As an initial step, they were observed under the microscope, were photographied
and sended to Scanning Electron Microscopy for its correct assignment at generic level. The
DNA was extracted with the use of three commercial kits (QIAGEN, JENA and MasterPure
Complete) and four genetic fragments were amplified [two mitochondrial (cox1 and 12S) and
two nuclear (18S and 28S)]. The sequences were assembled in Geneious 10.2.2, aligned in
MAFFT ver. 7 and the evolutionary models were established in the j-ModelTest program. The
alignments of each fragment were concatenated and analyzed under three methods: Parsimony
(in TNT), Maximum Likelihood (in RaxML) and Bayesian Inference (in Mr. Bayes). In total,
seven genera were identified: Piratuba, Foleyellides, Ochoterenella, Pelecitus, Macdonaldius,
Dipetalonema and Litomosoides, from which, 35 concatenated sequences of five of these
genera were obtained. These sequences were combined with 55 data sequences from
GenBank. The trees became congruent with each other, recovering two general groups. Group
A is shown as the sister group of B, which consists of the three parasitic subfamilies of
amphibians and reptiles (Oswaldofilariinae, Waltonellinae and Icosiellinae) and is conserved
as an early divergent group as in the previously proposed phylogenetic hypotheses. Group B
includes the subfamilies Splendidofilariinae, Dirofilariinae and Onchocercinae; however, at
subfamily level they were not shown as monophyletic groups, as a result, we consider that the
diagnostic characteristics considered at morphological level must be re-evaluated.



INTRODUCCION

Una gran parte de los integrantes que definen la biodiversidad del planeta presenta forma de
vida parasita, siendo una de las mas exitosas. Esta se ha desarrollado en muchos momentos en la
historia evolutiva de diferentes grupos taxonémicos, apareciendo varias veces a partir de sus
contrapartes de vida libre (Pérez-Ponce de Leon y Garcia-Prieto, 2001; Paredes-Leon et al., 2008;
Pérez-Ponce de Ledn et al., 2011; Weinstein y Kuris, 2016). El parasitismo esta presente en 15
(43%) de los 35 phyla reconocidos de los metazoarios (Weinstein y Kuris, 2016); dentro de éstos
destaca el phylum Nematoda Cobb 1932, uno de los grupos de organismos con mayor riqueza en
la naturaleza; se estima que la mayoria de las especies son de vida libre y entre las
endosimbiontes, existen especies fito y zooparasitas (con méas de 8359 especies parésitas de
vertebrados) (Hugot et al. 2001).

De manera general, los nematodos zooparasitos poseen un aparato digestivo completo o
incompleto en todas las etapas de su desarrollo, cuerpo cilindrico o filiforme y cuticula eléstica y
resistente; ésta comunmente es lisa, raramente con espinas, escamosa, discontinua con
protuberancias y estriada de manera transversal, longitudinal o raramente oblicua; durante la etapa
larval, éstos organismos llevan a cabo ecdisis, desechando la cuticula en cada muda; no obstante,
algunos pueden retenerla en forma de vaina en la etapa final de la larva (Yamaguti, 1961). Dentro
de los nematodos parasitos, se encuentran los pertenecientes a la superfamilia Filarioidea
Weinland 1858 (Chabaud y Anderson 1959), cuyas especies estan contenidas en dos familias:
Filariidae Weinland 1858 (Cobbold 1879) y Onchocercidae Lieper 1911 (Chabaud y Anderson
1959) (Hodda, 2011). Los miembros de ambas familias son filariformes, habitan en los sistemas
linfatico y circulatorio, los tejidos muscular y conectivo, asi como libres o adheridos en la cavidad
corporal de vertebrados (excepto peces); poseen boca usualmente simple, que puede o no presentar
labios laterales indefinidos y ocasionalmente estar rodeada por estructuras quitinosas; pueden
presentar capsula bucal rudimentaria. El esdfago es cilindrico, cominmente dividido en dos partes;
intestino simple, a veces atrofiado en la parte posterior; los machos tienen espiculas generalmente
desiguales y alas caudales presentes o ausentes; las hembras son de mayor tamarfio que los machos
y con la vulva casi siempre situada en la region esofagica, formando microfilarias como etapa
infectiva (Yamaguti, 1961; Anderson y Bain, 1974; Anderson, 2000). Las microfilarias pueden
desarrollarse en el utero, rodeadas de una membrana derivada del huevo; cuando maduran y
eclosionan en el dtero son conocidas como microfilarias desenvainadas, que se liberaran en la
sangre o piel del hospedero; si retienen dicha membrana se les conoce como microfilarias
envainadas y son depositadas en los tejidos del hospedero hasta ser adquiridos por los vectores y

eclosionar dentro de ellos (Anderson, 2000). Los miembros de Onchocercidae estan



caracterizados por su habitat restringido al tejido de los hospederos o a la cavidad corporal de los
mismos, sin comunicacion directa al exterior, la presencia de microfilarias que pueden migrar
libremente en los liquidos como linfa y sangre, para favorecer la ingestion por los artropodos
hematdfagos que fungen como vectores (piojos, pulgas, dipteros, garrapatas y &caros) y por poseer
esofago glandular durante dicha etapa infectiva (Anderson y Bain, 1974; Bain, 2002; Bain et al.,
2008). Algunas filarias de esta familia exhiben especificidad hacia sus huéspedes (Pelaez y

Pérez-Reyes, 1958) e incluso hacia el 6rgano que parasitan (Anderson, 2000).

Onchocercidae se compone de seis subfamilias, 87 géneros y 668 especies a nivel mundial
(Hodda, 2011); en México, se tienen registrados 14 géneros y 33 especies, lo que representa el
16% de los generos y 4.9% de las especies descritas en todo el mundo. Costa Rica, a su vez, posee
11 géneros (12.6%) y 18 especies (2.7%) (Anexos 1 y 2). Considerando ambos paises, el género
con mayor representacion corresponde a Foleyellides, parasitando 7 y 12 especies de hospederos
en Costa Rica y México, respectivamente. A pesar de la gran riqueza especifica de oncocercidos
en ambos paises, hasta la fecha los estudios realizados se restringen a su descripcion morfoldgica,

sin analizar su posicion filogénética dentro de la familia con bases moleculares.

OBJETIVO GENERAL
Establecer la posicion filogenética de algunas especies de géneros de Onchocercidae parasitos de
vertebrados silvestres norte y centroamericanos (Dipetalonema, Foleyellides, Litomosoides,

Macdonaldius, Ochoterenella, Pelecitus y Piratuba).
OBJETIVOS PARTICULARES

-Poner a prueba la monofilia de diversos grupos que histéricamente se han incluido en la familia

Onchocercidae.

-Evaluar la consistencia de los caracteres morfolégicos empleados para definir grupos a través de
analisis filogenéticos.

ANTECEDENTES

Los estudios moleculares representan una herramienta Gtil para la taxonomia, y ofrecen una mejor
asignacion de los organismos a las categorias taxonémicas mas bajas (Hebert et al., 2003; Adl et al.,
2005; Ferri et al., 2009) y dado que los taxones son entidades bioldgicas, éstos tienen significado
filogenético (de Queiroz y Gauthier, 1994) por lo que entender sus relaciones es importante. No
obstante, para algunos grupos de filaridos se carece de secuencias de DNA y/o proteinas disponibles

en los repositorios electronicos (Casiraghi et al., 2004), haciendo que ciertas preguntas concernientes



a la clasificacion, origen y evolucion de Onchocercidae permanezcan sin respuesta (Bain et al., 2008;
Lefoulon et al., 2015). Algunas propuestas han sido desarrolladas con base en caracteres
morfoldgicos; por ende, los analisis basados en datos moleculares son de importancia para evaluarlas
(Bain et al., 2008). En el caso de Onchocercidae, la ultima hipoétesis filogenética fue desarrollada
utilizando unicamente ejemplares europeos, asiaticos, africanos y sudamericanos (Lefoulon et al.,
2015), sin incluir especies norte y centro americanas, en particular algunas de México y Costa Rica
(ver Peldez y Pérez- Reyes, 1958, 1960; Garcia-Prieto et al., 2014; Romero-Mayén y Ledn-
Regagnon, 2016). De acuerdo con Lefoulon y colaboradores (2015), Onchocercidae se presenta como
una familia monofilética con cinco clados bien soportados e identificables dentro de ella (Tabla 1).
Se ha propuesto con datos tanto morfolégicos como con moleculares, que las subfamilias
Oswaldofilariinae, Icosiellinae y Waltonellinae conforman un clado correspondiente al grupo
hermano del resto de los oncocércidos y que han sido propuestas como subfamilias con caracteres
plesiomorficos dentro de los oncocércidos (Bain et al., 2008; Bauer, 2015). Los clados ONC 3, ONC
4 y ONC 5 al parecer estan bien soportados (Lefoulon et al., 2015); sin embargo, la topologia del
arbol no corresponde con las delineaciones sistematicas definidas anteriormente con datos
morfoldgicos (Lefoulon et al., 2015); los géneros incluidos en el estudio pertenecientes a las
subfamilias Splendofilariinae, Onchocercinae y Dirofilariinae no se agrupan conforme a la division
clasica de las tres subfamilias propuesta por Gibbons (2010), ya que de acuerdo con Lefoulon y
colaboradores (2015) el clado ONC 5 incluye géneros pertenecientes a estas tres subfamilias.
Asimismo, el clado ONC 3 incluye géneros de Dirofilariinae y Onchocercinae, por lo que se requiere

la inclusion de méas informacién a los analisis filogenéticos.

TABLA 1. HISTORIA DE LA CLASIFICACION DE ALGUNOS GENEROS INCLUIDOS EN ONCHOCERCIDAE

GENERO SUBFAMILIA FAMILIA CLADO
. Anderson y Bain . . Anderson y Bain Bain et al. Lefoulon et
Yamaguti (1961) (1974) Bain et al. (2014) ‘Yamaguti (1961) (1974) (2014) al. (2015)
Oswaldofilaria Oswaldofilariinae . . . . ONC 1
- PP Oswaldofilariinae Oswaldofilariinae | Dipetalonematidae
Piratuba Splendidofilarinae .
Ochoterenella Filariinae Waltonellinae . ONC1
. P P Waltonellinae

Foleyellides Filariinae Dirofilariinae Filariidae **
Icosiella Filariinae Icosiellinae Icosiellinae ONC 1
Setaria Dicheilonema Setariinae Setariinae Onch id ONC 2
Dirofilaria Dirofilariinae Dipetalonematidae nehocercidae ONC 3
Foleyella Filariinae Dirofilariinae Dirofilariinae Filariidae
Loa Dirofilariinae Dipetalonematidae
Pelecitus Aproctinae Filariidae ONC5
Aproctella Splendidofilarinae . . Onchocercidae

AP PP P Dipetalonematidae
Cardiofilaria Splendidofilarinae | Splendidofilariinae Splendidofilariinae
Madathamugadia ** P ol
Rumenfilaria * * * *
Acanthocheilonema?® | Dipetalonematinae . ONC 4

- - - Onchocercinae . . .
Breinlia Dipetalonematinae Dipetalonematidae Onchocercidae ONC5
Brugia® Dipetalonematinae onch )
Cercopithifilaria * * nehocercinae
Cruorifilaria * * ONC 4
Dipetalonema . . . . . .
- p - Dipetalonematinae Onchocercinae Dipetalonematidae Onchocercidae

Litomosoides




Loxodontofilaria® Dipetalonematinae ONC 3

Mansonella Dipetalonematinae el ** ONC5

Monanema - Onchocercinae - ONC 4

Onchocerca Oncocercinae . . Onchocercidae ONC 3
- - - Dipetalonematidae

Macdonaldius Dipetalonematinae **

Yatesia * * * * ONC 4

Considerado sinonimo de Foleyella por Yamaguti (1961) y Anderson y Bain (1974); 2Considerados sindnimos de Dipetalonema por
Yamaguti (1961); 3Considerado sinénimo de Wuchereria; * Descrita posterior al afio de publicacion; ** No incluida en el trabajo.

Considerando todo lo anterior, la inclusion de ejemplares norte y centroamericanos en los analisis
filogenéticos cobra importancia, ya que su incorporacion mejorara el entendimiento de la filogenia del
grupo. Ademas, la implementacion de analisis moleculares pueden representar un enfoque adecuado
para alcanzar una taxonomia integrativa de las especies y por ende de las relaciones filogenéticas
dentro de Onchocercidae (Ferri et al., 2009). Para ello, se requiere el analisis de distintas regiones del
DNA, pues algunos fragmentos como el 12S, pueden funcionar como marcadores adecuados para el
estudio filogenético inter-especifico; en el caso de los nematodos filaroideos, el analisis con dicho
fragmento reconoce grandes grupos de especies 0 géneros, alcanzando mayor soporte en las ramas que
con el fragmento cox1 (Casiraghi et al., 2004; Li et al., 2010). Asi mismo, aungue la subunidad menor
del rRNA presenta una regién altamente conservada entre los organismos (Hadziavdic et al., 2014) se
ha utilizado exitosamente para identificacion de nematodos a nivel especifico (Floyd et al., 2002;
Floyd et al., 2005). Por tanto, es preferible utilizar diversos marcadores moleculares para llevar a cabo
anélisis filogenéticos.

MATERIALES Y METODOS:
» OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Los nematodos que se analizaron en este estudio provinieron de 3 fuentes: 1) obtenidos de vertebrados
silvestres colectados para el presente estudio; 2) parasitos depositados en la Coleccion Nacional de
Helmintos (CNHE), UNAM vy 3) donacion de material procedente de colecciones cientificas y
particulares. En cuanto a la primera fuente, se llevaron a cabo colectas en cuatro estados de la
Republica Mexicana, en los sitios donde existen registros previos de oncocércidos (permisos de
colecta FAUT-0170 y FAUT-0056 expedidos por la SEMARNAT, México). La muerte de los
hospederos fue inducida mediante una sobredosis (0.1-0.5 mL) de tiletamina con zolazepam (Zoletil®),
acorde a los metodos autorizados para vertebrados en la NOM-033-SAG/Z00-2014 (DOF, 2015). La
diseccion se realiz6 mediante una incision longitudinal en el abdomen (de cloaca a garganta en el caso
de anfibios y reptiles; de ano a garganta en los murciélagos); se corto el esternon para poder examinar
la cavidad celomica y se extrajeron todos los organos internos, con la finalidad de revisar entre los
mismos. Ademas, se revisaron las cdmaras del corazon, atendiendo a los reportes previos de sitios de
infeccion (Anexo 5 y 6). Para su estudio morfoldgico, las filarias recuperadas fueron fijadas en

formalina al 4% caliente (Lamothe-Argumedo, 1997) y en alcohol absoluto para su estudio molecular



(Alejos-Velazquez et al., 2014). EI material proveniente de la CNHE, fue tratado de acuerdo al medio
de preservacion en el que se encontraban depositados; los ejemplares preservados en liquido
conservador de helmintos [compuesto por OH 96%:1350 mL, Glicerina: 0.0920 mL, Formol 0.143 mL
y agua destilada: 0.415 mL (Lamothe-Argumedo, 1997)] o que habian pasado por formalina 4%,
fueron lavados previamente con alcoholes sucesivos hasta absoluto antes de ser procesados para la

obtencion de datos moleculares.
e ANALISIS MORFOLOGICO DE LOS EJEMPLARES

Para asegurar la precisa identificacion de los nematodos obtenidos a partir de las colectas,
éstos fueron aclarados con una mezcla de alcohol-glicerina (en proporciéon 2:1) y montados en este
medio en preparaciones temporales para observarlos al microscopio 6ptico. Los ejemplares
transparentados fueron fotografiados con una camara AxioCamMRc5 acoplada al microscopio Zeiss
Axio Zoom v.16 para fotografia multifocal del Laboratorio de Microscopia y Fotografia de la
Biodiversidad (I1) del IBUNAM.

Algunos ejemplares preservados en alcohol al 70%, fueron estudiados con Microscopia
Electronica de Barrido (MEB); para ello, se deshidrataron gradualmente con etanol y fueron secados a
punto critico con dioxido de carbono, para posteriormente ser montados en pedestales de metal y
recubiertos con oro (Bertoni-Ruiz et al., 2005). Los ejemplares fueron examinados usando un
microscopio marca Hitachi modelo SU1510 del Laboratorio de Microscopia y Fotografia de la
Biodiversidad (1) del IBUNAM.

e EXTRACCION, AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DE DNA

Se utilizaron tres kits comerciales de extraccion de DNA: MasterPure Complete™, DNeasy
Blood & Tissue Handbook de QIAGEN y Animal and Fungi DNA Preparation Kit de Jena Bioscience.
Los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo al protocolo de cada kit, no obstante, en caso de

haber modificaciones al mismo, se mencionan:

a) MasterPure Complete: Se siguid el protocolo Formalin-Fixed, Paraffin- Embedded

(FFPE) Tissues sin modificaciones.

b) DNeasy Blood & Tissue Handbook de QIAGEN: Se utilizaron solamente 50 pL de Buffer
AE y se dejo incubar la columna 20 minutos a temperatura ambiente antes de centrifugar para eluir.
Este paso se repitié por duplicado en distintos tubos colectores para obtener dos alicuotas de DNA.

¢) Animal and Fungi DNA Preparation Kit de Jena Bioscience: La centrifugacion para
precipitar el DNA 'y para eliminar el etanol, se realizé por 3 minutos a 15000 rpm.

Las amplificaciones fueron realizadas mediante el método de PCR, utilizando los primers



para 12S (Casiraghi et al., 2004), cox1 (Prosser et al., 2013), 28S y 18S (Lefoulon et al., 2015), con
perfiles térmicos especificos dependiendo de la longitud del fragmento a obtener (Anexo 3).
o SECUENCIACION DE GENES

Los productos de la PCR fueron enviados al Laboratorio de Secuenciacion Genémica de la
Biodiversidad y de la Salud, del IBUNAM, para la obtencion de las secuencias de DNA, mediante la

utilizacion de un secuenciador de capilares.

e EDICION DE SECUENCIAS

Las secuencias fueron editadas en el programa Geneious version 10.2.2. Se eliminaron los
extremos correspondientes a los primers en cada una y se ensamblaron para generar una secuencia
consenso que fue inspeccionada visualmente para eliminar las posibles ambigledades, asignando el
residuo que contara con una calidad mayor en el electroferograma. Para corroborar la identidad a nivel
familia y descartar posibles contaminaciones, se realizé un analisis BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool) en la plataforma en linea (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi) del U. S. National

Institutes of Health. Para revisar la ausencia de codones de alto en los fragmentos genéticos
codificantes (i.e. coxl), éstas fueron traducidas a proteinas en el portal EMBOSS Transeq

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/) del European Bioinformatics Institute.

e ALINEACION DE SECUENCIAS

Para llevar a cabo el alineamiento se seleccioné el programa MAFFT. Dicho procedimiento

se realizo en la version 7 disponible en linea (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html). El

alineamiento se efectlio con las secuencias obtenidas en el presente trabajo y las de los géneros de
Onchocercidae disponibles en GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank), asi como con las
secuencias de los nematodos Filaria latala (Spirurida: Filariidae) y Protospirura muricola (Spirurida:
Spiruridae) como grupos externos (Lefoulon et al., 2015). Los numeros de acceso de GenBank se

enlistan en el Anexo 4.

Se selecciond la estrategia L-INS-i para el alineamiento, por presentar alta presicion
considerando el nimero de terminales (<200) que conforman la matriz (Pais, et al., 2014). El valor de
PAM (Point Accepted Mutation) se calibr6 en 20, por corresponder a organismos relacionados entre si,

pero no tan estrechamente. El resto de los parametros se utilizaron con las opciones default.
e SELECCION DE MODELO EVOLUTIVO

El alineamiento de cada fragmento genético se analizé con el programa j-Modeltest (Version
2.1.10 v20160303) (Posada, 2008) para obtener el modelo evolutivo méas adecuado.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/
https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank

ANALISIS FILOGENETICO
e DISTANCIAS GENETICAS
Se calcularon las distancias p no corregidas del gen cox1 en el programa MEGA7 (Kumar et al., 2015).
e PARSIMONIA

A partir de la matriz concatenada de los cuatro fragmentos genéticos obtenidos (cox1, 12S,
18S y 28S), se realizd el andlisis mediante busqueda tradicional heuristica (Inicio de busqueda con
arbol de Wagner), con un tipo de buasqueda o perturbacion de arboles Tree Bisection and Reconection
(TBR) en el programa TNT version 1.5 (Goloboff et al., 2008). Los gaps se consideraron como datos
faltantes (missing data). Con base en los arboles obtenidos se construy6 el arbol de consenso estricto y
se calcularon los indices de consistencia y de retencion. Los valores de soporte se calcularon con un

analisis bootstrap standard de 1000 réplicas.

e VEROSIMILITUD MAXIMA

El analisis se llevé a cabo en la interfaz raxmIGUI version 1.5b1 (Silvestro y Michalak,
2012), utilizando la matriz concatenada de los cuatro fragmentos genéticos obtenidos (cox1, 12S, 18S,
28S) bajo el parametro GTRGAMMAI+T. Los niveles de confiabilidad se establecieron con un

analisis bootstrap de 1000 réplicas.

e INFERENCIA BAYESIANA

Se utilizo el programa MrBayes a través de la plataforma CIPRES (Miller et al., 2010) para
analizar la matriz concatenada de los genes. Se realizaron 40 millones de generaciones con 4 corridas y
4 cadenas. Las cuatro particiones se analizaron bajo el modelo evolutivo GTRGAMMALI+T, con el fin
de evitar la subparametrizacién. El burn in se establecio en 0.05 y se obtuvo el arbol de consenso. Se

reportan los valores de probabilidad posterior.



RESULTADOS

OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Se realizaron cuatro colectas:

a) Del 24 de febrero al 1° de marzo de 2017: Colecta en la Estacion de Biologia Tropical
Los Tuxtlas, (EBTLT) (18°37°17”N, 95°05°35”W) y en las inmediaciones del Lago de Catemaco
(18°22°25.0°° N, 95°06°15.5>°W), Veracruz, México

b) Del 10 al 13 de marzo de 2017: Colecta en Huajintlan, Tlaquiltenango y el Salitre,
Morelos, México, (18°36°50.0”’N, 98°34°19.0”’W).

c) Del 8 al 14 de abril de 2017: Colectaen la EBTLT.

d) 26 de febrero de 2018: Colecta en la Laguna de Coyuca, Guerrero (16°56’35°°N;
100°00°32”"W).

Los hospederos y los sitios de colecta se enlistan en el Anexo 5. En el Anexo 6 se enlistan los
hospederos preservados en etanol 70% procedentes del Laboratorio de Herpetologia del IBUNAM,
que fueron examinados. De los 157 hospederos revisados, 19 se encontraron parasitados, pudiéndose
recuperar 79 ejemplares de filarias.

El material de la CNHE vy el obtenido a través de donaciones de colecciones cientificas y

particulares, se muestra en el Anexo 5.
IDENTIFICACION MORFOLOGICA

Las filarias obtenidas fueron determinadas a nivel de género con el uso de literatura
especializada, la cual es referida en cada ficha. Las caracteristicas morfologicas que permitieron su
reconocimiento se muestran en el siguiente apartado. Asi mismo, se enumeran los ejemplares a partir
de los cuales se obtuvieron las secuencias genéticas para el analisis filogenético, la clave del ejemplar
en los arboles resultantes estd conformada por: Género de oncocércido, Localidad, Numero de
hospedero-Numero de filaria. Las secuencias de DNA seran depositadas en el repositorio GenBank
previo a la publicacion del articulo cientifico, por lo que ain no se cuenta con nimero de acceso para

las mismas.
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Oswaldofilariinae Chabaud y Choquet, 1953

Piratuba Lent y Freitas, 1941

Diagnosis: Cuerpo corto con cuticula estriada longitudinalmente. Boca simple con capsula bucal
rudimentaria. Esdfago dividido en dos partes, una anterior muscular y una posterior, glandular.
Hembras anfidelfas con la vulva situada a medio cuerpo y ovijector largo, con la cauda digitiforme,
viviparas. Los machos con la extremidad posterior digitiforme, con 10 a 11 pares de papilas, sin
gubernaculo; espiculas iguales, no filiformes. Parésitos de lagartijas (Anderson y Bain, 1974). Los
ejemplares encontrados en Anolis uniformis (de la EBTLT) se identificaron como Piratuba debido a
que poseen utero anfidelfo a lo largo del cuerpo (Lamina I.b) y a que la vagina es larga (Lamina I.c);
las espiculas de tamafio similar con el borde fuertemente esclerozado (L&mina l.e) y la posicion del
testiculo alcanzando el nivel del anillo nervioso (Lamina I.f) son caracteres que corroboran la
identificacion. De la misma manera, se confirmé la identificacion a nivel genérico del material con
numero de catdlogo CNHE (8520), por poseer cuerpo corto (Lamina Il.a), el es6fago claramente
dividido (Lamina Il.b), utero anfidelfo rodeando el eséfago (Lamina Il.c) asi como por las espiculas
cortas, esclerotizadas y de tamafio similar (Lamina I1.f). Los ejemplares depositados en la CNHE
(8562) provenientes de Costa Rica corresponden al género por presentar ovarios anfidelfos rodeando el
esofago (Lamina lll.c), cauda digitiforme (Lamina Ill.e) espiculas fuertemente esclerotizadas y
similares entre si en tamafio y forma (Lamina I11.f). Ademas, el testiculo alcanza el nivel del anillo

nervioso (Lamina I11.d).
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Hospedero: Anolis uniformis

Localizacion en el hospedero: Cavidad corporal

Localidad: Camino Darwin, Estacién de Biologia Tropical Los Tuxtlas, Veracruz, México
Fecha de colecta: 11 abril 2017

NuUmero de Catalogo: CNHE 10931

Individuos con secuencias genéticas (Clave de ejemplar: Fragmentos obtenidos):
Piratuba sp. Veracruz 18-1: cox1, 12S, 18S, 28S; Piratuba sp. Veracruz 18-2: 12S, 18S, 28S.

LAMINA 1. Piratuba sp. CNHE 10931
a) Hembra (8.6X); b) Macho (10.3X); c) Utero alcanzando la extremidad anterior (24X), detalle de la vagina (40X)
en el recuadro; d) Testiculo alcanzando el anillo nervioso (56X) an: anillo nervioso, t: testiculo, eg: es6fago
glandular; e) Cauda espiralada (56X); f) Detalle de las espiculas y papilas (220X)

-



Hospedero: Anolis uniformis

Localizacion en el hospedero: Mesenterio

Localidad: Laguna Escondida, Los Tuxtlas, Veracruz, México
Fecha de colecta: Septiembre 2006

NuUmero de Catalogo: CNHE 8520

No se obtuvieron secuencias genéticas.

d @

0.2 mm

LAMINA 11. Piratuba sp. CNHE 8520
a)Ejemplares completos (5.9X); b) Es6fago muscular (em) y glandular (eg) (101X); c) Ovario alcanzando el
es6fago, an: anillo nervioso, o: ovario (52X); d) Testiculo alcanzando el es6fago glandular, an: anillo nervioso, t:
testiculo, eg: es6fago glandular (111X); e) Region caudal (68X); f) Espiculas cortas y esclerotizadas (260X)

-



Hospedero: Holcosus undulatus

Localizacion en el hospedero: Mesenterio

Localidad: Guanacaste, Costa Rica

Fecha de colecta: 13 Noviembre 2002

NuUmero de Catalogo: CNHE 8562

Individuos con secuencias genéticas (Clave de ejemplar: Fragmentos obtenidos):
Piratuba sp. Guanacaste: 12S, 18S

LAMINA I11. Piratuba sp. CNHE 8562
a)Hembra (4.8X); b) Macho (11X); c) Utero rodeando el eséfago (56X) o: ovario, e: eséfago; d) Testiculo
alcanzando el anillo nervioso (184X) t: testiculo, an: anillo nervioso; e) Cauda espiralada (56X); f) Espiculas (245X)

-



Waltonellinae Bain y Prod"hon, 1974

Foleyellides Caballero, 1935

Diagnosis: Region cefalica con un par de estructuras paraestomales parecidas a aletas. Cuatro pares de
papilas sensoriales cefalicas submediales, papilas externas ensanchadas en la base, con una proyeccién
ligeramente distal. Capsula bucal cuticularizada ausente. Presencia de alas laterales y caudales en ambos
sexos. Esofago dividido, la region muscular anterior es mas corta que la region glandular posterior que
es mas larga y ancha. La cuticula de la regién media del cuerpo carece de bandas anulares de
protuberancias cuticulares (“bosses”) orientadas longitudinalmente. La vulva abre en la region de la
unién esofago-intestino. Parasitos de anfibios anuros, principalmente Ranidae (Esslinger, 1986a;
Gibbons, 2010). La identificacion de los ejemplares de Foleyellides Romero-Mayén y Ledn-Réegagnon,
2016 con numero de catdlogo CNHE (10207) se corrobord con base en la presencia de ala caudal en el
macho, asi como de cinco pares de papilas caudales mamiliformes y espiculas filiformes y desiguales
en tamafo (Lamina IV. a, b). Asi mismo, se observo el area rugosa en la parte ventral (Lamina 1V.a).
Los ejemplares de Lithobates megapoda con numero CNHE (9081) y los ejemplares de L. forreri con
numero CNHE (7655), se reconocieron como pertenecientes al género por presentar aletas laterales y
caudales, cuatro pares de papilas caudales y espiculas filiformes (Laminas V.a, b y VL.f). La vulva se

observé en la regién anterior del cuerpo (LAmina V1.d).
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Hospedero: Lithobates pustolosus
Localizacion en el hospedero: Mesenterio

Localidad: S. carretera Barranca del Oro, Pte. Barranqueno, Nayarit
Fecha de colecta: Junio 2009

Numero de Catalogo: CNHE 10207
Individuos con secuencias genéticas (Clave de ejemplar: Fragmentos

obtenidos): Foleyellides sp. Morelos 38-1: cox1, 12S, 28S; Foleyellides sp.
Guerrero 46-2: 12S, 28S; Foleyellides sp. Oaxaca 48-1: cox1, 12S, 18S, 28S;
Foleyellides sp. Michoacan 50-1: cox1, 12S, 18S, 28S; Foleyellides sp. Michoacan
51-1: cox1, 12S, 18S, 28S; Foleyellides sp. Estado de México 55-1: cox1, 12S, 18S,

28S

mnscinnamBitniag s

0.05 mm
B

LAMINA 1V. Foleyellides sp. CNHE 10207
a) Cauda mostrando las espiculas (152X); b) Ala caudal (ac) (260X)

Hospedero: Lithobates forreri

Localizacion en el hospedero: Cavidad corporal
Localidad: Guanacaste, Costa Rica

Fecha de colecta: 6 abril 2004

Numero de Catalogo: CNHE7655

No se obtuvieron secuencias genéticas.

LAMINA V. Foleyellides sp. CNHE7655
a) Regidn anterior mostrando aletas laterales (180X); b) Region caudal con ala y espiculas filiformes (260X)
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Hospedero: Lithobates megapoda

Localizacién en el hospedero: Cavidad y mesenterio

Localidad: Ocotlan, Lago de Chapala, Jalisco

Fecha de colecta: Agosto 2012

Numero de Catalogo: CNHE 9081

Individuos con secuencias genéticas (Clave de ejemplar: Fragmentos
obtenidos): Foleyellides sp. Jalisco: 12S, 28S

b

0.1 mm 0.02 mm d

LAMINA VI. Foleyellides sp. CNHE 9081
a)Hembra completa (3.5X); b) Macho completo (7.9X); c) Porcion anterior de hembra madura (40X); d) Vulva en
region esoféagica en hembra inmadura (245X), v: vulva, eg: eségago glandular; e) Cauda (100X); f) Espiculas filiformes
(260X)
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Ochoterenella Caballero, 1944

Diagnosis: En éste género la cuticula posee bandas anulares diminutas, orientadas longitudinalmente,
excepto en las extremidades. La mitad anterior del cuerpo es mas ancha que la parte posterior, la cual es
digitiforme. Con un par de estructuras cuticulares parecidas a un ala, posicionadas cerca de la boca. La
placa cefélica se encuentra en el eje lateral y no en el eje dorsoventral. Posee cuatro pares de papilas
cefalicas submediales, con un ligero desplazamiento distal. Ala lateral ausente. Macho con ala caudal
ausente y papilas caudales mamiliformes. Espiculas desiguales y disimilares, gubernaculo ausente.
Hembras con un tamario corporal de dos a dos veces y medio el tamafio del macho, con la apertura de la
vulva en la region glandular del es6fago; anfidelfas. Microfilarias sin vaina. Pardsitos de anfibios
anuros, principalmente en bufonidos neotropicales (Yamaguti, 1961; Anderson y Bain, 1974; Esslinger,
1986b; Gibbons, 2010). Las hembras encontradas en Rhinella horribilis (colectados en Catemaco, Ver.)
coincidieron con la diagnosis del género en la posicion de la vulva (Lamina Vll.a, b) y la terminacion de
la cauda (Lamina VII.c), asi como por la presencia del eséfago glandular mas de dos veces el ancho que
el muscular (Lamina VII.d). A su vez, el macho posee placa cdérnea previa a las papilas caudales, las
cuales se distribuyen de la siguiente manera: un par precloacal y tres pares postcloacales, el par final
cercano a la punta de la cauda (Lamina VIl.e). Tanto el macho como la hembra carecen de alas laterales.
Los ejemplares obtenidos en los sapos (R. horribilis) de la Laguna de Coyuca, Gro., se asignaron al
género por carecer de aleta lateral (Ld&mina VII1.c), por poseer espiculas disimilares en tamafio y forma,
con la derecha midiendo 0.13454 mm de longitud y la espicula izquierda 0.21483 mm de longitud, lo
cual corresponde con los intervalos dados por Esslinger (1987) en la redescripcion de la especie tipo del
género (Lamina VIILf). La disposicion y numero de las papilas cefalicas y los anfidios (LAmina VII1.d,
e), corresponde también al género Ochoterenella. Los organismos con numero CNHE (10249)
presentaron el par de estructuras parastomales (Lamina 1X.a), Utero rodeando el eséfago glandular y la

vulva en dicha region (Lamina IX.b).

18



Hospedero: Rhinella horribilis

Localizacion en el hospedero: Cavidad corporal

Localidad: Las Lajas, Catemaco, Veracruz, México

Fecha de colecta: 27 febrero 2017

Numero de Catalogo: CNHE 10929

Individuos con secuencias genéticas (Clave de ejemplar: Fragmentos
obtenidos): Ochoterenella sp. Veracruz 1-1: cox1, 12S, 18S, 28S; Ochoterenella
sp. Veracruz 1-2: 12S, 18S, 28S; Ochoterenella sp. Veracruz 4-1: cox1, 12S, 18S,
28S; Ochoterenella sp. Veracruz 4-2: cox1, 12S, 28S; Ochoterenella sp. Veracruz
4-3: cox1, 12S, 18S, 28S

LAMINA VII. Ochoterenella sp. CNHE 10929
a)Region anterior (24X); b) Detalle de la vulva en region esofagica (260X); c) Regidn caudal (56X); d) Eséfago
muscular y glandular (164X); e) Papilas caudales y espicula derecha (235X)



Hospedero: Rhinella horribilis

Localizacion en el hospedero: Cavidad corporal

Localidad: Laguna de Coyuca, Guerrero, México

Fecha de colecta: 26 febrero 2018

Numero de Catalogo: CNHE 10930

Individuos con secuencias genéticas (Clave de ejemplar: Fragmentos
obtenidos): Ochoterenella sp. Guerrero 12-1: 12S, 18S; Ochoterenella sp.
Guerrero 16-1: cox1, 12S, 18S, 28S; Ochoterenella sp. Guerrero 24-1: 12S, 18S,
28S; Ochoterenella sp. Guerrero 24-2: coxl, 12S, 18S, 28S; Ochoterenella sp.
Guerrero 26-1: cox1, 12S, 18S, 28S; Ochoterenella sp. Guerrero 26-2: 12S, 18S,
28S
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LAMINA VIII. Ochoterenella sp. CNHE 10930
a)Regidn anterior (14.2X); b) Oviducto (ov) alcanzando la region esofagica, eg: esofago glandular (42X); c) Region
cefalica mostrando ausencia de aleta lateral (350X); d) Papilas cefélicas internas (pi) y anfidios (a) (2500X); e) Papilas
cefélicas externas (pe) e internas (pi), a: anfidios (1400X); f) Espicula derecha (ed) y espicula izquierda (ei) (260X)
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Hospedero: Rhinella horribilis

Localizacion en el hospedero: Cavidad corporal
Localidad: Naranjal San Felipe, Orizatlan, Hidalgo, México
Fecha de colecta: 2015

Numero de Catalogo: CNHE 10249

No se obtuvieron secuencias genéticas.
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LAMINA IX. Ochoterenella sp. CNHE 10249
a)Region anterior (17.8X); b) Oviducto (ov) rodeando el es6fago glandular (eg), em: es6fago muscular (40X); c) Regién
oral mostrando las estructuras parastomales (ep), a: anfidios, pi: papilas internas, pe: papilas externas (1500X); d) Regién
caudal, ed: espicula derecha, pc: papilas caudales (134X)
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Dirofilariinae Sandground, 1921

Pelecitus Railliet y Henry, 1910

Diagnosis: Adultos parasitos del tejido conjuntivo (generalmente fibroso) de sus hospederos. Cuerpo
redondeado en ambos extremos. Cuticula provista de estrias transversales; protuberancias y estrias
longitudinales ausentes. Presencia de alas laterales bien desarrolladas desde la region cefalica hasta el
extremo distal del cuerpo. Boca simple, sin labios. Anillo cutitular presofagico presente o ausente.
Extremidad anterior redondeada, provista con un par de papilas laterales y de dos a cuatro pares de
papilas submediales. Es6fago angosto, cilindrico, que puede o no estar dividido en dos partes. De uno
a dos deiridios posteriores dentro del ala en la mitad posterior del cuerpo. Espiculas cortas, delgadas y
desiguales, con proyecciones cuticulares a ambos lados de la cauda. En hembras la cauda es
redondeada, con un par o dos de papilas pedunculadas. La vulva puede encontrarse en la regién pre o
post esofagica. ElI ovoyector es simple y los huevos son ovales. Las microfilarias presentan ambos
extremos ligeramente redondeados, el cuerpo acintado de un tercio a un quinto hacia el extremo distal.
Vaina presente (Yamaguti, 1961; Anderson y Bain, 1974; Barlett y Greiner, 1986; Jiménez-Ruiz et al.,
2004; Gibbons, 2010). Asignamos a los ejemplares provenientes de Sylvilagus floridanus a este género
porque presentaron anillo quitinoso preesofagico (Lamina X. c), alas laterales (LAmina X.d, €), los
machos poseen proyecciones cuticulares a ambos lados de la cauda, asi como cuatro pares de papilas
pedunculadas (Lamina X.f). La vulva es prominente y se encuentra en la region esofégica (Lamina
X.d, e). Asi mismo, los ejemplares de Caracara cheriway también presentaron alas laterales a lo largo
de todo el cuerpo y alas caudales (Lamina Xl.a,b); la vulva es prominente y se encuentra en la region
esofagica (Lamina XI.c). Las microfilarias encontradas en el corte histologico de tejido conjuntivo del

C. cheriway presenta los extremos redondeados y el cuerpo acintado (Lamina XI.d).
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Hospedero: Sylvilagus floridanus

Localizacion en el hospedero: N6dulos en la base de las orejas

Localidad: San Miguel Soyoltepec, Oaxaca, México

Fecha de colecta: Febrero 2015

Numero de Catalogo: CNHE 10932

Individuos con secuencias genéticas (Clave de ejemplar: Fragmentos
obtenidos): Pelecitus sp. Oaxaca 1: cox1, 12S, 18S, 28S; Pelecitus sp. Oaxaca 2:
coxl, 12§, 18S, 28S

LAMINA X. Pelecitus sp. CNHE 10932
a)Hembra (3.9X); b) Macho (7.5X); ¢) Anillo quitinoso preesofagico (188X); d) Region anterior mostrando la posicion de la
vulva (v), em: es6fago muscular, eg: eséfago glandular (98X); e) Vulva en la regién esofagica, v: vulva, eg: es6fago glandular
(188X); f) Papilas caudales pedulculadas (pc), p: proyeccion cuticular, e: espiculas (260X)
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Hospedero: Caracara cheriway

Localizacién en el hospedero: Nodulos en articulaciones

Localidad: No disponible (ND)

Fecha de colecta: No disponible

Numero de Catalogo: CNHE 10420-22.

Individuos con secuencias genéticas (Clave de ejemplar: Fragmentos
obtenidos): Pelecitus sp. ND 1: cox1, 12S, 18S, 28S; Pelecitus sp. ND 2: 128,
18S, 28S

LAMINA XI. Pelecitus sp. CNHE 10420-10422
a)Regiodn anterior mostrando las alas laterales (56X); b) Region caudal mostrando las alas (56X); ¢) Vulva
prominente (v) (260X); d) Microfilarias (mf) en tejido conjuntivo E-H (40X); e) Cauda mostrando papilas
pedunculadas (pc), p: proyeccion cuticular, ed: espicula derecha, ei: espicula izquierda (205X)
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Onchocercinae Leiper, 1911

Litomosoides Chandler, 1931

Diagnosis: Cuerpo atenuado en la region anterior; la region cefalica adelgazada en vista lateral y
frecuentemente redondeada en la parte media. Boca diminuta, ligeramente deprimida. Presentan largos
canales de los anfidios. La capsula bucal frecuentemente estd compuesta de partes cuticularizadas
(Guerrero et al., 2002). Este género se diferencia de otros oncocércidos por la estructura del estoma, que
puede ser triangular (con el apice dirigido anteriormente) o cilindrico (con las paredes largas y
cuticularizadas); dicha estructura también es caracteristica importante para distinguir entre especies de
Litomosoides (Brand y Gardner, 2000). En el caso de los ejemplares que colectamos en los quirdpteros, el
estoma cilindrico y cuticularizado (Lamina Xll.a y Lamina XIlll.c) corresponde con la diagnosis del
género. De acuerdo con Guerrero et al. (2002), el género presenta un &rea rugosa que inicia anteriormente a
la abertura cloacal y se extiende mas alla de la region enrollada de la cola, siempre compuesta por bandas
transversales de crestas cortas longitudinales y cuticularizadas, caracter que fue encontrado en los
ejemplares obtenidos de los murciélagos examinados (Lamina XlIl.b Lamina XIILf); asimismo, estos
autores sefialan que la espicula derecha es fuertemente quitinizada en la regién distal con un gancho o
capucha en la regién dorsal subterminal, rasgo que presentan los ejemplares colectados en los murciélagos
(Lamina Xll.c y Lamina XIILf). Los ejemplares provenientes de la tuza Pappogeomys tylorhynus se
asignaron al género por presentar el cuerpo atenuado en la region anterior y la region cefalica redondeada
en la parte media (LAmina XIV.a,c), asi como por la posicién de la vulva en la region esofagica (Lamina
XIV.b) y la presencia de area rugosa en el macho (Lamina XIV.d).
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Hospedero: Glossophaga soricina

Localizacion en el hospedero: Cavidad corporal

Localidad: Cueva Huajintlan, Amacuzac, Morelos

Fecha de colecta: Marzo 2017

Numero de Catalogo: CNHE 10933

Individuos con secuencias genéticas (Clave de ejemplar: Fragmentos
obtenidos): Litomosoides sp. Morelos 26-1: cox1, 12S, 18S, 28S; Litomosoides sp.
Morelos 26-2: 12S, 18S, 28S
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LAMINA XII. Litomosoides sp. CNHE 10933
a) Region anterior (245X); b) Estriaciones caudales (ec) (230X); c) Cauda mostrando la espicula izquierda (ei) (260X);
d) Estoma cilindrico y cuticularizado (es) (245X)



Hospedero: Pteronotus parnelli

Localizacién en el hospedero: Cavidad corporal

Localidad: Mina Tlaquiltenango y Mina El Salitre, Morelos, México

Fecha de colecta: Marzo 2017

Numero de Catalogo: CNHE 10934

Individuos con secuencias genéticas (Clave de ejemplar: Fragmentos
obtenidos): Litomosoides sp. Morelos 36-1: 12S, 28S; Litomosoides sp. Morelos
43-1: 12§, 18S, 28S; Litomosoides sp. Morelos 43-2: 12S, 18S; Litomosoides sp.
Morelos 49-1: 12S, 18S, 28S; Litomosoides sp. Morelos 49-2: 12S, 18S, 28S
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LAMINA XIII. Litomosoides sp. CNHE 10934
a) Hembra (3.5X); b) Macho (6.8X); ¢) Estoma cuticularizado (es) (260X); d) Extremo anterior atenuado, v: vulva (27.5X); e)
Posicidn anterior de la vulva (v), eg: eséfago glandular (220X); f) Cauda mostrando las espiculas (e) y estriaciones caudales (ec) (260X)
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Hospedero: Pappogeomys tylorhynus
Localizacion en el hospedero: Cavidad corporal
Localidad: Jilotepec, Estado de México, México
Fecha de colecta: Febrero 1982

Numero de Catalogo: CNHE 19035

No se obtuvieron secuencias genéticas.
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LAMINA XIV. Litomosoides sp. CNHE 10935

a) Regidn anterior (56X); b) Posicion anterior de la vulva (v), eg: es6fago glandular (260X); c) Estremo anterior
mostrando la capsula bucal (cb) (260X); d) Cauda mostrando las espiculas (e) (215X)
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Macdonaldius Khanna, 1933

Diagnosis: Cuerpo atenuado anterior y posteriormente, cuticula finamente estriada. Boca rodeada por
cinco pares de papilas cefalicas dispuestas en tres circulos de dos, con cuatro cada uno. Vestibulo
pequefio en cuya porcion posterior presenta un anillo quitinoso plano. Individuos con el eséfago corto,
cuya divisién puede ser indistinguible o ausente. Machos con la porcion posterior enrollada
espiralmente, con bordes transversales en la cuticula de la region precloacal; cola digitiforme, ala
caudal ausente, un par de papilas preanales y de 3 a 4 pares postanales. Espiculas desiguales y
disimilares, con un radio que va de 1.6 a 4.1. Gubernaculo con forma de barco. Hembras con cauda
digitiforme, vulva en la regién postesofagica, vagina muy larga y enrollada; opistodelfas. Viviparas y
con microfilarias envainadas. Parasitos de reptiles (Khanna, 1933; Hull y Camin, 1959; Yamaguti,
1961). Los individuos obtenidos de Phyllodactylus tuberculosus magnus se incluyeron en este género
por la presencia de cauda espiralada en machos (Lamina XV.b, Lamina XVI.b), por poseer anillo
quitinoso preesofagico (Lamina XV.c) en hembras y machos, las espiculas desiguales en forma y
tamafio (Lamina XV.d, Lamina XVI.d) y la ubicacién de la vulva muy por detras del eséfago (Lamina
XVL1.c).
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Hospedero: Phyllodactylus tuberculosus magnus
Localizacion en el hospedero: Subcutaneo®
Localidad: Mx 200, 3km S San Juan Grande, Guerrero
Fecha de colecta: 2008-2010

Numero de Catalogo: CNHE 10938-10939

No se obtuvieron secuencias genéticas.

LAMINA XV. Macdonaldius sp. CNHE 10938-10939
a) Hembra (12.5X); b) Macho (35X); c) Extremo anterior, aqg: anillo quitinoso, em: es6fago muscular,
eg: esofago glandular (162X); d) Espiculas (146X)
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Hospedero: Phyllodactylus tuberculosus magnus

Localizacion en el hospedero: Subcutaneo?

Localidad: Mx 200 (km132, km 225, en puentes), Puente Chiquito, Puente Manialtepec
Hidalgo, Oaxaca

Fecha de colecta: 2008-2010

NUmero de Catalogo: CNHE 10936-10937

No se obtuvieron secuencias genéticas.

LAMINA XVI1. Macdonaldius sp. CNHE 10936-10937
a)Hembra (6X); b) Macho (23X); c) Detalle de la posicion de la vulva (v) (56X); d) Espiculas (230X)

Yer apartado Discusion de resultados morfologicos
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Dipetalonema Diesing, 1861

Diagnosis: Cuticula lisa, con un par de lenguetas laterales cercanas a la punta de la cauda en ambos
sexos, en el macho éstas pueden ser muy pequefias y dificiles de distinguir. La boca es simple y sin
labios laterales, rodeada por un escudo cuticular de forma cuadrangular que se extiende mas lateral que
dorsal o ventralmente. Anillo cuticular pre esofagico generalmente presente. Dos papilas cefalicas
laterales y cuatro submediales o cercanas a los bordes del escudo cuticular. Eso6fago dividido en dos
partes, a veces sin una clara distincion. EI macho presenta la extremidad posterior en espiral, cola larga
y acintada, aleta caudal ausente o rudimentaria, con tres o cuatro pares de papilas pre o peri anales y
dos pares de papilas postanales. Espiculas desiguales y disimilares, la espicula larga es cilindrica,
ensanchada en la parte proximal pero fina en la parte distal; la espicula pequefia poco ensanchada o
casi uniforme, ambas presentan terminacion en gancho; gubernaculo presente. En la hembra el
extremo posterior es largo y acintado, la vulva se encuentra en la region media del es6fago glandular;
opistodelfas y viviparas. Los embriones pueden o no presentar vaina y se encuentran en la sangre
periférica del hospedero. Paréasitos de cavidades serosas y tejido conectivo de mamiferos (Yamaguti,
1961; Anderson y Bain, 1974). Los ejemplares provenientes del mono colorado (Ateles geoffroyi) se
asignaron al género por los extremos posteriores acintados en ambos sexos (Lamina XVIl.a, b, ¢), por
la ausencia de labios laterales y presencia de anillo quitinoso pre-esofagico (L&mina XVII.d), y la
terminacién caudal de la hembra con dos lengiietas laterales (Lamina XVIL.b recuadro). Asi mismo, la

hembra presenta la vulva en la region esofégica y es opistodelfa (Lamina XVII.f).
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Hospedero: Ateles geoffroyi

Localizacion en el hospedero: Mesenterio

Localidad: Punta Cortéz (Cachito), Los Chiles, Costa Rica
Fecha de colecta: 9 febrero 1974

Numero de Catalogo: CNHE 10928

No se obtuvieron secuencias genéticas.

LAMINA XVII. Dipetalonema sp. CNHE 10928
a) Extremo anterior mostrando la posicion de la vulva (v) (26X); b) Extremo caudal, en el recuadro se
muestra en detalle las lengietas terminales (82X); c) Extremo caudal espiralado (34X); d) Cauda
mostrando las estriaciones caudales (ec) (210X); e) Anillo quitinoso preesofagico (aq) (40X); f) Vulva

(v) y vagina (va) (134X)
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SELECCION DE MODELO EVOLUTIVO

Los modelos evolutivos se estimaron bajo el Criterio de Informacion Corregido de Akaike (AICc) y
con el Criterio de Informacion Bayesiana (BIC). Dado que ambos criterios pueden ajustar de
manera diferente los datos a los modelos evolutivos (Dziak et al., 2012), la comparacion entre
ambos es necesaria. No obstante, el modelo seleccionado bajo los dos criterios fue concordante
entre si. Se reportan los valores para ambos criterios, asi como el —InL (logaritmo negativo de

probabilidad) obtenido:

cox1l: GTR+I+G (AIC: 16507.358523; BIC: 16992.058288; -InL: 8022.92685)
12S: HKY++1+G (AIC: 18450.104233; BIC: 19040.241863; -InL: 8954.04653)
18S: K80+I1+G (AIC: 5085.428995; BIC: 5707.856783; -InL: 2335.07205)

28S: GTR+I1+G (AIC: 30303.536212; BIC: 31089.903011; -InL: 14954.28524)

Cada gen se analizo con el programa MEGA7 (Kumar et al., 2015) de manera individual para

conocer el nimero de sitios conservados, variables e informativos bajo parsimonia. Los resultados

se reportan en la tabla 2

TABLA 2. SITIOS INFORMATIVOS POR CADA GEN

SITIOS
GEN SITI0S SITI0S SITI0S INFORMATIVOS
TOTALES CONSERVADOS VARIABLES PARA
PARSIMONIA
cox1 466 201 265 224
12S 539 161 358 292
18S 683 581 97 62
28S 1132 398 694 564

GENERACION DE MATRICES DE DATOS MOLECULARES

Las matrices resultantes de los alineamientos individuales, fueron concatenadas utilizando el
programa Mesquite Version 3.5 (Maddison y Maddison, 2018), resultando en una matriz de 90

taxones y 2820 caracteres.



RESULTADOS DE LOS ANALISIS FILOGENETICOS

Con el analisis de Parsimonia (P), se obtuvieron 20 arboles de 7363 pasos, un indice de consistencia de
0.349 y un indice de retencién de 0.67. A partir de los arboles obtenidos se generé el arbol de consenso
estricto (figura 1). El arbol de salida con Verosimilitud Maxima (VM) presentd un valor de -In: -
36132.50635 (figura 2). La topologia del &rbol en Inferencia Bayesiana (I1B) se obtuvo con 40 millones
de generaciones, los valores de probabilidad posterior (probp) menores a 0.70 se muestran en color

rojo (figura 3).

Los arboles resultantes con P (figura 1), VM (figura 2) e IB (figura 3), presentan una topologia similar,
pudiéndose observar la divisién de los géneros en dos grandes agrupamientos con valores de soporte
alto (A y B). El primer gran grupo (A) lo integran Oswaldofilarinae (Oswaldofilaria y Piratuba),
Icosiellinae (Icosiella) y Waltonellinae (Foleyellides y Ochoterenella) en la base de los arboles
(valores de soporte P=94%, VM=96%, 1B=0.99), mostrandose como grupo hermano de B, que
contiene a los miembros de Setariinae, Dirofilariinae, Splendidofilariinae y Onchocercinae. Las
principales diferencias entre los resultados de los tres andlisis se observaron en las ramas internas del
grupo B, en cuanto a posicién de las mismas y valores de soporte (figuras 1-3). Por ejemplo, a pesar de
que el conjunto de ramas que incluyen a Brugia, Breinlia, Mansonella, Rumenfilaria,
Madathamugadia, Cardiofilaria, Aproctella, Loa, Foleyella y Pelecitus, persiste en los resultados de
los tres analisis, los valores de soporte difieren entre los distintos enfoques, siendo IB el Gnico que
presenta un valor aceptable (0.96, ver figura 3). De la misma forma, en los tres arboles encontramos
agrupados a los géneros Yatesia, Cruorifilaria, Monanema, Cercopithifilaria, Acanthocheilonema y
Litomosoides, pero los valores de soporte difieren; en P el valor es bajo (48), mientras que en VM e IB
los valores son altos (100 y 1, respectivamente); ademas, la posicion que ocupa en los arboles varia
(figuras 1-3). Las secuencias de Dipetalonema se recuperan como un grupo monofilético (valores de
soporte 98%, 100% y 1), pero difieren también en la posicion que ocupan en las ramas internas,
mostrandose como el grupo hermano de todos los géneros de Onchocercinae, Dirofilariinae y
Splendidofilariinae en el arbol de IB (probp=1, ver figura 3), y como un grupo interno en P (figura 1) y
VM (figura 2), aunque los valores de soporte en éstos ultimos analisis no son altos. Finalmente, el
agrupamiento entre Onchocerca, Loxodontofilaria y Dirofilaria es consistente en todos los arboles
resultantes, con valores de soporte altos en VM (77%) e 1B (0.99). Sin embargo, en P, el valor de
boostrap es bajo (37%) y Dirofilaria immitis se muestra como la especie hermana del resto de los

géneros (figura 1).
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DiscusioN

DISCUSION DE LOS RESULTADOS MORFOLOGICOS

Las herramientas tradicionales para la clasificacion de los oncocércidos incluyen caracteres
morfoldgicos de los adultos, el sitio que infecta en el hospedero, el fenotipo de las larvas, los datos
bioldgicos de los vectores, el rango de hospederos y su distribucién geogréfica (Bain, 2002). No
obstante, se ha considerado que la morfologia puede ser mas importante en la sistematica del grupo
que el tipo de hospedero, especialmente con relacion al fenomeno de “captura” o “host swtiching”
como ocurre en especies de algunos géneros (e.g., Pelecitus, considerado un género originalmente
parasito de aves que fue capturado por mamiferos) (Barlett y Greiner, 1986). Actualmente, existe un
debate al respecto; para algunos autores la morfologia en este grupo de parasitos es muy poco
diversa, mostrando altos niveles de homoplasia, debido a la estrategia de vida similar que presentan
(asociandose a los tejidos de los hospederos) y por lo mismo, se dificulta el uso de caracteres
morfoldgicos en los estudios taxonémicos (Morales-Hojas, 2009). Sin embargo, lo anterior no se
cumple en todos los casos; por ejemplo, en el material asignado en este estudio a Piratuba, la
morfologia del material colectado fue concordante en todos los ejemplares y correspondiente con la
diagnosis del género (Lent y Freitas, 1941), a pesar de que éste proviene de dos especies de
hospederos obtenidos de dos localidades geograficamente aisladas. Adicionalmente, Bain (2002)
sugirié que las especies de Oswaldofilariinae s6lo se distribuyen en los continentes antiguos del sur:
Australia, Sudamérica, la region Etiope y la India; no obstante, nuestros ejemplares, provenientes de
Centro y Norteamérica, son concordantes con las caracteristicas del grupo, tanto morfolégicas como
de hospedero (lacertilios), por lo que una busqueda mas extensa en ambas regiones podria revelar

nuevas especies dentro de la subfamilia.

Dada la cercania de la localidad tipo con el area de colecta de los sapos (Rhinella horribilis) de
Guerrero, se esperaba encontrar a Foleyellides rhinellae, especie que se caracteriza por infectar
bufénidos y por el numero y distribucién de papilas caudales (Garcia-Prieto et al., 2014); sin
embargo, los ejemplares colectados en esta localidad fueron asignados al género Ochoterenella
debido a la ausencia de aleta caudal desarrollada y al tamafio y forma de las espiculas,
principalmente. Tradicionalmente, las diferencias entre ambos géneros, correponden a la presencia
de aletas laterales y caudales en Foleyellides (ausentes en Ochoterenella), asi como por la presencia
de protuberancias cuticulares en la regién media del cuerpo que posee el segundo género (Esslinger,
1986a). De acuerdo con Bain (2002) ambas caracteristicas son suficientes para distinguirlos.
Utilizando MEB pudimos notar que los ejemplares de Guerrero presentaban una protuberancia

ligera en la region caudal, la cual se extiende mas alla de la mitad del cuerpo, caracteristica que
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podia corresponder a una aleta caudal; por tanto, para definir si los ejemplares de Ochoterenella
podian poseer dicho caracter, un paratipo de O. digiticauda (CNHE 2525) fue observado en MEB.
En dicho ejemplar pudimos observar la presencia de la misma estructura, similar a una aleta poco
desarrollada (figura 4), por lo que consideramos que la separacion entre los géneros con dicha
estructura, no es valida. Sin embargo, se sugiere una revision exhaustiva de las caracteristicas
morfoldgicas de las especies incluidas en ambos géneros, con el fin de evaluar la validez de los
caracteres que los definen, dado que en ocasiones, el descubrimiento de nuevos caracteres han
revelado diversos problemas taxondémicos (Bain et al., 2008). Ademas, de acuerdo con las
divergencias genéticas obtenidas con el gen coxl, las cuales son mayores al 10% entre los
ejemplares asignados a Foleyellides y Ochoterenella (Anexo 8), consideramos que corresponden a

géneros distintos.

SU1510 15.0kV.23.9mm 100um | SU151015.0kV 14.9mm x1.00k SE

Figura 4. Caudas de ejemplares de Ochoterenella spp. a. Cauda del paratipo de Ochoterenella digiticauda CNHE 2525; b. Detalle
de la ala poco desarrollada (paratipo CNHE 2525); c. Cauda del ejemplar Ochoterenella sp. Guerrero 12-1; d. Detalle de la ala
poco desarrollada en Ochoterenella sp. Guerrero 16-1

Los ejemplares de Foleyellides sp. provenientes de Colima y Jalisco, son similares
morfolégicamente con los obtenidos en los estados de Morelos, Oaxaca, Estado de México,
Guerrero y Michoacén, de los cuales se obtuvo el DNA para los analisis del presente trabajo.



El género Pelecitus fue propuesto por Railliet y Henry (1910) para clasificar cinco especies de
filaridos descritos en la mitad del siglo XIX, obtenidos de las extremidades posteriores de aves de
Brasil. Posteriormente, dos especies encontradas en mamiferos fueron transferidos a este género
(Barlett y Greiner, 1986). En la actualidad, la composicion del mismo asciende a 17 especies
(Jiménez-Ruiz et al., 2004); no obstante, Barlett y Greiner (1986) han considerado que muchas de
ellas estan inadecuadamente descritas, lo que pone en duda su asignacion al mismo. Lo anterior
podria sustentar la opiniéon de Bain et al., (2008) acerca de que algunos géneros no estan bien
delimitados y no constituyen grupos naturales. Los ejemplares de Pelecitus incluidos en este estudio
concuerdan con las caracteristicas morfologicas a nivel genérico. No obstante, las relaciones
filogenéticas que aporte el estudio molecular de los mismos, contribuira con el sustento o no de éste
género como grupo natural.

Entre los géneros de Onchocercinae, en el que se incluyen principalmente parasitos de mamiferos,
Macdonaldius es el Unico que se reporta parasitando lacertilios (Gibbons, 2010). La disposicion
papilar que presentan los ejemplares de éste género que se obtuvieron de Phyllodactylus
tuberculosus magnus (7 pares preanales, 2 pares adanales y 2 pares postanales en los ejemplares de
Guerrero; 4 pares preanales, 3 pares postanales y 1 par en la punta de la cauda en los ejemplares de
Oaxaca) no corresponden con el patrén de las especies de Macdonaldius descritas hasta el momento
(Khanna, 1933; Caballero y Caballero, 1954; Telford, 1965), por lo que consideramos corresponden
a especies nuevas por describir. Adicionalmente, el encontralos en un habitat inusual (subcutaneo)
podria considerarse un caracter taxondmico diferencial de sus congéneres, aunque debe descartarse

una posible migracion del parasito, posterior a la muerte del hospedero.

Algunos géneros de oncocércinos han sido cldsicamente incluidos en el llamado “linaje
Dipetalonema”, dado por caracteristicas morfologicas como la presencia de area rugosa (aparato
cuticular anti-derrapante que es usado durante la copulacion) (Chabaud y Bain, 1976). Sin embargo,
dicho linaje esta compuesto por especies que presentan caracteres plesiomorficos y derivados, por
ello una definicién clara del mismo es dificil (Bain et al., 2008). Nosotros pudimos reconocer el
area rugosa en los ejemplares de Litomosoides de Morelos y Estado de México, extendiéndose
anterior a la region cloacal (Laminas Xllb; XIIIf; X1Vd), y en los ejemplares de Dipetalonema de
Costa Rica, alcanzando la cloaca (LA&mina XVIId). Originalmente, el género Litomosoides no fue
considerado como parte del linaje Dipetalonema (Chabaud y Bain, 1976), pero estudios moleculares
recientes lo han situado dentro del gran grupo de especies relacionadas con ellos (Lefoulon et al.,
2015). En un caso similar, Dirofilaria, género tipo de la subfamilia Dirofilariinae, ha sido
recuperado en analisis filogenéticos como un grupo cercano a Onchocercinae, por tanto, hay

controversia sobre la validez de las subfamilias como estan definidas hasta el momento con bases
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morfoldgicas (Morales-Hojas, 2009; Lefoulon et al., 2015).

Ante la problematica sefialada anteriormente, se ha sugerido que el uso de marcadores moleculares
seria un elemento que contribuiria a resolverla en gran medida (Bain et al., 2008). En el siguiente
capitulo de este trabajo, presentamos los resultados de los andlisis filogenéticos realizados, en los
que se plantean nuevos problemas sobre la clasificacion del grupo y se aportan algunos elementos

de soporte para la resolucion de algunos otros.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS FILOGENETICOS

En la actualidad, los datos moleculares constituyen una fuente de informacién para la
identificacién taxonémica de numerosos grupos de organismos, entre ellos los helmintos; por su
parte, las filogenias moleculares proveen un marco de referencia para explorar patrones evolutivos y
proponer clasificaciones (Nadler et al, 2007; Ferri et al., 2009). En los arboles obtenidos en el
presente trabajo con tres métodos de inferencia filogenética, encontramos puntos de consistencia y
diferencia, mostrando cambios en la posicion de ciertos agrupamientos. Uno de los clados que se
mantiene en los tres analisis corresponde al grupo conformado por las subfamilias
Oswaldofilariinae, Icosiellinae y Waltonellinae. Este clado presenta valores de bootstrap superiores
a90en Py VM, asi como una probabilidad posterior de 0.99 en la IB (figuras 1-3). De esta manera,
se ratifican las hipdtesis moleculares previas propuestas sobre la conformacion de un clado (ONC 1,
ver figuras 5 y 6), el cual se reconoce como monofilético (Bauer, 2015; Lefoulon et al., 2015). De
acuerdo con Lefoulon y colaboradores (2015), el clado que nombraron ONC 1 (conformado por
Oswaldofilariinae, Waltonellinae e Icosiellinae) representa el grupo hermano del resto de los
oncocércidos, clado que recuperamos en nuestros analisis (figuras 1-3). A nivel morfoldgico, éstas
tres subfamilias han sido consideradas tradicionalmente como linajes ancestrales, debido a diversas
caracteristicas [i. e., las espinas cefalicas en la larva infectiva de Icosiellinae, el rango de
hospederos con distribucién Gondwanica de Waltonellinae y la posicion de la vulva muy por detras
de la porcién media del cuerpo en Oswaldofilariinae de acuerdo con Bain (2002); Bain et al.
(2008)]. Su posicion en los arboles obtenidos en el presente estudio, sugiere que estas subfamilias
conforman un clado tempranamente divergente en la historia evolutiva de este grupo de nematodos.
El segundo agrupamiento es extenso y poco concordante a nivel interno con las clasificaciones
morfoldgicas (figuras 1-3, tabla 1). Como mencionamos anteriormente, los géneros pertenecientes a
Onchocercinae, Dirofilariinae y Splendidofilariinae no se establecen como grupos monofiléticos
que sustenten las divisiones clasicas erigidas con datos morfolégicos (Anderson y Bain, 1974), algo
que corroboramos con nuestros resultados y que concuerda con las hipotesis filogenéticas previas
acerca de la naturaleza no monofilética de dichas subfamilias (Bauer, 2015; Lefoulon et al., 2015).

A su vez, Setariinae no sufrié cambios en la posicién respecto a la filogenia previa, conservandose
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como un grupo derivado de un evento de especiacion independiente dentro de los oncocércidos
(Lefoulon et al., 2015). Se ha considerado que el arbol de Onchocercidae permanece en general sin
resolver en la base, dejando el origen de la mayoria de las subfamilias incierto (Morales-Hojas,
2009), por lo que aun se deben llevar a cabo esfuerzos para ampliar el nmero de generos incluidos
en la filogenia, con la finalidad de alcanzar un mejor entendimiento de las relaciones evolutivas y
origen de estos parasitos.

A continuacién, se discuten aspectos relevantes sobre las subfamilias a las que pertenecen los

ejemplares que se aportan a la filogenia como resultado de este trabajo:

Oswaldofilarinae: Esta subfamilia, que parasita exclusivamente reptiles (Bain, 2002), se recupera
en nuestros resultados como un clado monofilético, con valores de soporte altos (99%, 100% y 1).
Este clado se muestra como la subfamilia hermana a la subfamilia Waltonellinae. En el caso de los
ejemplares de Piratuba que integramos a la filogenia, la resolucion con datos moleculares respalda

su inclusién en el género y en la subfamilia acorde a la clasificacion morfoldgica.

Waltonellinae: La presencia de ala lateral ligeramente desarrollada en Ochoterenella (ver figura 4),
caracter que era considerado como decisivo para su distincion de Foleyellides (Esslinger, 1986a),
podria sugerir que a nivel morfol6gico deberian ser sinonimizados; no obstante, nuestros resultados
con datos moleculares permiten el reconocimiento de ambos géneros (figuras 1-3) con valores de
soporte alto y mostrandose como taxones hermanos dentro de la subfamilia. Las divergencias
genéticas obtenidas mayores al 10% (Anexo 8), dan pauta a considerarlos como géneros
independientes. Todo ello hace necesaria la revision de sus caracteristicas morfologicas
diagnosticas, pues las diferencias podrian ser mas sutiles de lo que se consideraba clasicamente
(Esslinger, 1986a). Nuestras secuencias de Ochoterenella sp., se agrupan de manera cercana a las
secuencias provenientes de Venezuela [Ochoterenella sp. 1 y Ochoterenella sp. 2 (Lefoulon et al.,
2015)] (con valores de P=100%, VM=100%, IB=1), que en conjunto se muestran como clado
hermano de Ochoterenella sp. 3 proveniente de Guyana Francesa (figuras 1-3) (Lefoulon et al.,
2015), lo que podria reflejar patrones biogeograficos de este género, lo cual, sin embargo, esta
sujeto a una valoracion posterior con datos mas robustos.

Desde que la subfamilia fue erigida en 1974, se han descrito diversas especies (Esslinger, 1987,
1988a; 1988b; 1989, Souza-Lima et al., 2012, Garcia-Prieto et al., 2014, Romero-Mayén y Leon-
Regagnon, 2016); sin embargo, realmente el trabajo a nivel molecular que se ha desarrollado sobre
el grupo es reducido (Bauer, 2015). De acuerdo con ello, cabe mencionar que en el caso de nuestros
ejemplares, la topologia de los arboles y los valores de soporte, nos indican la posibilidad de la

existencia de diversas especies entre los ejemplares de Foleyellides incluidos en este estudio, aun
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cuando su morfologia es muy homogénea.

Respecto al agrupamiento donde se ubicaron nuestras secuencias de Pelecitus, este
es concordante con los recuperados por Lefoulon y colaboradores (2015) con VM (figura 5) e IB
(figura 6) clado al cual denominaron ONC 5. El valor de probabilidad posterior que ellos reportan
para el clado es de 1 (figura 6) lo cual no difiere en gran medida del valor obtenido por nosotros
(0.96, figura 3). Anteriormente mencionamos que muchas de las especies incluidas en éste género
podrian estar inadecuadamente descritas o identificadas (ver el apartado de discusion morfoldgica),
y aunque nuestros ejemplares provenientes de Caracara cheriway y Sylvilagus floridanus poseen
las caracteristicas morfoldgicas concordantes con el género, a nivel molecular ninguno de ellos
conformé un clado con P. fulicaetrae como se esperaba dada la identidad genérica de nuestro
material; aunado a ello, las distancias genéticas con el gen coxl son elevadas entre nuestros
ejemplares de Pelecitus [12.7% entre los de S. floridanus y C. cheriway (Anexo 8)] y con la
secuencia de P. fulicaetrae [superiores al 19% con respecto a nuestras secuencias de ambos
Pelecitus (Anexo 8)]. No obstante, permanecen cercanas a otros Dirofilariinae (Loa, Foleyella y
Pelecitus) (figuras 1-3), por lo que podria hipotetizarse que constituyen géneros distintos dentro de
la subfamilia. Lo anterior debe ser analizado a profundidad desde la perspectiva de taxonomia
integrativa, pues ésta es Util para detectar puntos de discordancia entre clasificaciones morfoldgicas
y basadas en DNA (Ferri et al., 2009).

Onchocercinae: Originalmente, Litomosoides no se consideraba dentro del linaje Dipetalonema
(Chabaud y Bain, 1976) pero después de la propuesta filogenética con datos moleculares (Lefoulon
et al., 2015), se consider6 como parte del linaje debido a la cercania con otros géneros en ONC 4
designado por los autores (Acanthocheilonema, Monanema, Cruorifilaria, Cercopithifilaria,
Yatesia y Dipetalonema como género hermano del resto de los géneros incluidos) (figuras 5 y 6).
En nuestros resultados, observamos que aunque Litomosoides se mantiene cercano a éstos géneros,
con valores de soporte altos en VM e IB (100% Y 1, respectivamente) (figuras 2 y 3),
Dipetalonema no se mantiene como el género hermano de éstos, como fue propuesto en la hipotesis
previamente publicada (figuras 5 y 6). Sin embargo, a pesar de ser un clado monofilético a nivel de
género, se comporta de manera errante con relacion a la posicién que ocupa dentro de la filogenia.
Se ha propuesto que Dipetalonema es un género que se separd tempranamente del resto del linaje y
especid en la region Neotropical (Chabaud y Bain, 1976); de acuerdo con nuestros resultados, es
claro que la relacién entre éste género y el resto de los que estan incluidos en el linaje no es tan
estrecha. Desafortunadamente, no se logro la obtencién de secuencias del material de Dipetalonema

proveniente de Costa Rica; la inclusidn este material en la filogenia ampliaria el rango de muestreo
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para el género, ya que todas las secuencias analizadas provienen de Sudamérica (ver Anexo 4)
aportando al entendimiento de la historia evolutiva del género. Asi mismo, conocer la posicion de
Macdonaldius (Unico género de Onchocercinae que parasita ectotermos de acuerdo con Gibbons,
2010) es importante para definir su relacion con el resto de los géneros de la subfamilia y con ello
evaluar su pertenecia a la misma. Su incorporacion a nuestro analisis no fue posible debido al
método de conservacion de los hospederos que fueron examinados (se fijaron en formalina 10% vy
preservaron en alcohol 70%). Hasta el momento, Onchocercinae se ha recuperado como un grupo
no monofilético en estudios previos (Bauer, 2015; Lefoulon et al., 2015) y en el presente trabajo.
Con base en todo lo anterior, consideramos fundamental continuar la incorporacién de un
mayor namero de representantes de los distintos géneros que constituyen esta subfamilia, para
lograr un mejor entendimiento de sus relaciones filogenéticas, ya que hasta el momento, es sobre la

que menor resolucion se ha obtenido en los estudios filogenéticos anteriores y en el actual.
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Figura 5. Arbol resultante del analisis de Verosimilitud Méxima. Tomado de Lefoulon et al., 2015.
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Datos adicionales sobre los genes utilizados

Gracias a que los nematodos se caracterizan por presentar tasas rapidas de recambio en los
genes mitocondriales, se ha propuesto que a través de dichos genes se pueden conocer patrones de
la historia evolutiva de éstos parasitos (Boore, 1999). Analizando nuestros resultados, el fragmento
12S resulta ser mas informativo que cox1, dado que el primero posee un porcentaje mayor de sitios
variables (V) (66.4% y 58.9% respectivamente) (ver Tabla 2 en resultados). Ademas de ser un
fragmento més facil de amplificar en comparacion a cox1 (Ferri et al., 2009), se ha observado que el
fragmento 12S provee arboles con topologias mas resueltas que los generados con otros fragmentos
mitocondriales (Bauer, 2015). Ciertamente, la amplificacion de éste fragmento fue relativamente
facil en nuestras muestras, utilizando un perfil térmico estandar (Ver anexo 3). Por todo ello,
consideramos que el fragmento 12S puede representar una alternativa méas viable al barcoding de
oncocércidos por su alto aporte de informacion y su facilidad de obtencién.

A pesar de que los marcadores mitocondriales son los mas comdnmente seleccionados para el
estudio filogenético de las especies, se ha visto que aquellas cercanamente relacionadas, pueden
poseer cierto nivel de hibridizacion interespecifica (Ferri et al., 2009). Es por ello que el uso de
marcadores nucleares en conjunto con los mitocondriales, es necesario para el desarrollo de
hipétesis filogenéticas que permitan un mejor entendimiento de la historia evolutiva del grupo (Park
et al., 2011). Los marcadores moleculares nucleares que se han utilizado, corresponden
principalmente al 28S y 18S; éste ultimo ha sido ampliamente empleado para el reconocimiento
especifico y la reconstruccion filogenética de algunos grupos de nematodos (Nadler et al., 2007).
No obstante, en este estudio notamos que el gen 18S en los oncocércidos presenta el mayor nimero
de sitios conservados y un menor nimero de datos informativos para parsimonia, por lo cual, no lo
consideramos adecuado para el reconocimiento de especies y solo podria ser utilizado para
proponer hipotesis filogenéticas a nivel supragenérico. Por su parte, el gen 28S resultd ser mas
informativo para nuestros ejemplares que el otro gen nuclear, presentando un 61% de sitios
variables, lo que permite una mejor resolucion de las relaciones entre los géneros de Onchocercidae.
El uso de varios marcadores moleculares puede permitir que los sitios informativos predominen
cuando se trata de reconstruir filogenias (Telford et al., 2015); por ello, consideramos importante la
utilizacion y andlisis de matrices concatenadas para tener una mejor aproximacion de las relaciones

evolutivas del grupo.
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CONCLUSIONES

Se identificaron morfolégicamente individuos pertenecientes a siete géneros de Onchocercidae,
de los cuales cinco fueron incluidos en la filogenia molecular del grupo: Piratuba, Foleyellides,
Ochoterenella, Pelecitus y Litomosoides.

Los ejemplares asignados al género Macdonaldius representan dos especies por describir de
acuerdo con los caracteres morfoldgicos observados.

Este trabajo aporta las primeras secuencias de oncocércidos Norte y Centroamericanos, siendo la
primera vez que son empleados para inferir las relaciones filogenéticas del grupo.

Por primera vez se incluyen en la filogenia ejemplares de Ochoterenella, Pelecitus y
Litomosoides provenientes de Norteamérica.

Se generaron las primeras secuencias de Piratuba spp. de Norte y Centroamérica.

Se adicionan dos géneros (Piratuba y Foleyellides) a las hipotesis filogenéticas previas
propuestas para el grupo.

Se agregaron 35 terminales a la filogenia, representando un incremento de mas del 50% del
namero originalmente incluido por Lefoulon y colaboradores (2015).

La clasificacién morfoldgica de los oncocércidos no es totalmente congruente con las hipotesis
filogenéticas moleculares del grupo.

El clado conformado por Oswaldofilariinae, Icosiellinae y Walltonellinae es el grupo hermano de
Setariinae, Dirofilariinae, Splendidofilariinae y Onchocercinae.

Las caracteristicas morfologicas diagndsticas de Onchocercinae y Dirofilariinae deben ser
reevaluadas para establecer una clasificacion que refleje las relaciones filogenéticas entre los
géneros.

Piratuba se reconoce como un género morfoldgica y molecularmente congruente.

Las caracteristicas morfoldgicas distintivas entre Foleyellides y Ochoterenella requieren ser
revisadas a profundidad para establecer una diagnosis adecuada para ambos géneros.

Los ejemplares de Pelecitus incluidos en este trabajo deben ser examinados, dado que existe la
posibilidad de que constituyan géneros independientes dentro de la familia Dirofilariinae.

Se confirma la cercania de Litomosoides con géneros incluidos en el linaje Dipetalonema.

Los fragmentos genéticos 12S y 28S son los marcadores mas adecuados para establecer
relaciones filogenéticas entre los oncocércidos.
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ANEXO 1. ESPECIES DE ONCHOCERCIDAE REGISTRADAS EN MEXICO

Orden

Anura

Familia Especie huésped Especie de oncocercido Referencia
Incilius valliceps Ochoterenella sp. (V) Galicia-Guerrero et al. (2000)
Foleyellides rhinellae (G) Garcia-Prieto et al.(2014)
Icosiella (YY) Pearse (1936)
Galicia-Guerrero et al. (2000), Goldberg et
Ochoterenella sp (V) al. (2002)
O. caballeroi (Ch) Caballero y Caballero (1944a)
. . Caballero y Caballero (1944a),
_ O. chiapensis (Ch) Esslinger (1988b)
Bufonidae
Rhinella horribilis 0. digiticauda (Ch) Caballero y Caballero (1944a),
0. digiticauda (V) Galicia-Guerrero et al. (2000)
0. digiticauda (O) Espinoza-Jimenez et al. (2007)
. . Caballero y Caballero (1944a), Esslinger
O. figueroai (Ch) (19882)
O. lamothei (Ch) Esslinger (1988a)
O. nanolarvata (O) Esslinger (1987)
Lithobates sp. Foleyellides striatus (;?) Ochoterena y Caballero-Caballero (1932)
Foleyellides striatus (Co) Cabrera-Guzman et al. (2010),
Lithobates brownorum Foleyellides striatus (Y) Yafiez-Arenas y Guillén-Hernandez (2010)
. Foleyellides striatus (Ch) Veldzquez-Urrieta (2014)
Ranidee Lithobates dunni Ochoterenella digiticauda (M) Pulido-Flores (1994)
Foleyellides striatus (M)
. . Foleyellides striatus (G) Cabrera-Guzman et al. (2007),
Lithobates cf forreri Foleyellides striatus (Ch) Velazquez-Urrieta (2014)
Lithobates forreri Foleyellides striatus (S) Goldberg y Bursey (2002)
Lithobates magnaocularis Foleyellides striatus (S) Goldberg y Bursey (2002)
Lithobates megapoda Foleyellides striatus (J, M) Velarde-Aguilar (2014)
Foleyellides striatus (CM) Caballero y Caballero (1935)
Lithobates montezumae Foleyellides striatus (;?) | Ochoterena y Caballero y Caballero (1932)
Ranidae

Lithobates psilonota

Foleyellides mayenae (J)

Lithobates pustulosus

Foleyellides mayenae (N)

Romero-Mayén y Ledn-Régagnon (2016)

Lithobates spectabilis
Lithobates tarahumarae

Ochoterenella digiticauda (H)

Pulido-Flores et al. (2009)

Foleyellides striatus (So)

Bursey Goldberg (2001)

Lithobates vaillanti

Ochoterenella digiticauda (V)

Goldberg et al. (2002)

Squamata

Corytophanidae

Corytophanes hernandezi

Piratuba sp (V)

Lowichik et al. (1988)

Oswaldofilaria brevicaudata
|guanidae |guana iguana (G) Caba”ero y Caba”ero (19393)
Macdonaldius grassii (Chi, D,
. . Gu,
Sceloporus jarrovi H, SLP) Goldberg et al.(1996)

Piratuba prolifica (S)

Phrynosomatidae

Sceloporus omiltemanus

Piratuba prolifica (G)

Peldez y Pérez-Reyes (1958)

Sceloporus torquatus

Macdonaldius grassi (CM)

Caballero y Caballero (1954)

Macdonaldius grassi (CM)

Cid del Prado-Vera (1971)

Sceloporus variabilis

Piratuba lanceolata (V)

Peléez y Pérez-Reyes (1960)

Anolis tropidonotus

Piratuba sp (V)

Lowichik et al. (1988)
Dactyloidae Anolis uniformis Piratuba sp (V) Cabrera-Guzm(a;r(l) {4C)5arr|do-OIvera
Helodermatidae Heloderma suspectum Macdonaldius andersoni (So) Chabaud y Frank (1961)
Boidae _ Macdonaldiu§ colimen_sis (Co)
Boa constrictor Macdonaldius oschei (Co)
Clelia clelia Macdonaldius oschei (Co) Telford (1965)
Colubridae

Conophis vittatus

Macdonaldius oschei (Co)
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Drymarchon corais

Macdonaldius oschei (Co)

Lampropeltis spp

Macdonaldius oschei (Co)

Trimorphodon biscutatus

Macdonaldius colimensis (Co)

Macdonaldius oschei (Co)

Macdonaldius seetai (Co)

Viperidae

Crotalus basiliscus

Macdonaldius oschei
(Co)

Caprimulgiformes

Chordeiles acutipennis

Aproctiana nyctidromi (Mo)

Caprimulgidae

Nyctidromus albicollis

Aproctiana nyctidromi (G)

Caballero y Caballero y Peregrina
(1938a)

Aproctella nuda (H)

Alencaster-Yhbarra (1948)

Ptilogonidae Phainopepla nitens : d
Passeriformes Aproctiana travassosi (V) Caballero y Caballero (1938)
Chandlerella periarterialis
Tyrannidae Tyrannus sp (Op) Caballero Yy Caballero (1948b)
Ateles geoffroyi Dipetalonema gracile (Ch) Caballero y Caballero (1948a)
Primates Atelidae Ateles pan Dipetalonema gracile |  Caballeroy Caballero y Peregrina
(Ca, Ch) (1938b)
Geomyidae Cratogeomys tylorhinus Litomosoides carinii (EM) Sosa-Fernandez (1981)
Dunnifilaria meningica - ~
Litomosoides carinii (NL) Gutiérrez-Gonzélez (1980)
Rodentia ; icni . . . .
Cricetidae Sigmodon hispidus L|tom050|?Jes '\jll)gmodontls Ochoterena y Caballero y Caballero (1932)
) ) Litomosoides sigmodontis
Sigmodon melanotis (M) Cerecero (1943)
. . . Pelecitus meridionaleporinus L .
Lagomorpha Leporidae Lepus flavigularis ) Jiménez-Ruiz et al. (2004)
Artibeus intermedius Litomosoides sp (J) Garcia-Vargas et al. (1996)
Litomosoides sp (J) Garcia-Vargas et al. (1996)
Artibeus jamaicensis Litomosoides sp (Mo) Eslava-Araujo (2005)
Litomosoides chitwoodi (Y) Chitwood (1938)
Artibeus toltecus Litomosoides brasiliensis (V) Lamothe-Argumedo et al. (1997)
Phyllostomidae Carollia perspicillata Litomosoides carolliae (SLP) Caballero y Caballero (1944c)
Chiroptera - - :
P Glossophaga soricina Litomosoides hamletti (Y) Chitwood (1938)
Litomosoides
Macrotus mexicanus leonilavazquezae (G) Caballero y Caballero (1939b)
Sturnira lilium Litomosoides sp (Mo) Eslava-Araujo (2005)
Artibeus azteca
Leptonycteris yerbabuenae .
_ theﬁonotusyparnelli Litomosoides guiterasi (M) Caspeta-Mandujano et al. (2017)
Mormoopidae -
Pteronotus davyi
- o Hernandez-Camacho y Pineda- Lopez
Canis latrans Dirofilaria immitis (Q) (2012)
Canidae Urocyon cinereoargenteus Dirofilaria immitis (Q) Hernandez-Camacho et al. (2015)
. Vuloes vulpes* o Caballero y Caballero y Peregrina
Carnivora p p Dirofilaria repens (CM) (1938b)
. Dirofilaria immitis (O) Caballero y Caballero (1944b)
Nasua narica —
Procyonidae Dirofilaria immitis (Ch) Caballero y Caballero (1948a)
Procyon lotor Dirofilaria immitis (V) Marroquin-Mucifio et al. (2017)
Artiodactyla Cervidae Odocoileus virginianus nelsoni Setaria cervi (Ch) Caballero y Caballero (1948a)

Estados: Ca: Campeche, Ch: Chiapas, Chi: Chihuahua, CM: Ciudad de México, Co: Colima, D: Durango, EM:
Estado de México, G: Guerrero, Gu: Guanajuato, H: Hidalgo, J: Jalisco, M: Michoacan, Mo: Morelos, NL: Nuevo
Ledn, O: Oaxaca, Q: Querétaro, QR: Quintana Roo, S: Sinaloa, SLP: San Luis Potosi, So: Sonora, V: Veracruz,
Y: Yucatan, ;? Sin dato en la publicacion original. *Especie europea en cautiverio.




ANEXO 2. ESPECIES DE ONCHOCERCIDAE REGISTRADAS EN COSTA RICA

Orden Familia Especie huésped Especie de oncocércido Referencia
Incilius luetkenii OChOtere”ezg‘)d'g'“ca”da Bursey y Brooks (2010)a
Incilius valliceps Ochoterenezlél)dlgltlcauda Bursey y Brooks (2010)a
Ochoterenella sp. (G) Desser (2001)
Bufonidae Ochoterent(elsl?) caballeroi Esslinger (1987)
Rhinella horribilis Ochoterenella digiticauda Brenes-Madrigal y
(S)) Bravo-Hollis (1959)
Ochoterenezlg)dlgltlcauda Bursey y Brooks (2010)a
Anura igiti
Craugastor ranoides Ochoterene(llit)d|g|t|cauda Goldb(t;régoyé)ﬁursey
Craugastoridae Craugastor taurus Ochoterenella digiticauda Goldberg y Bursey
9 ?) (2008)b
. . Ochoterenella digiticauda
Eleutherodactylidae Diasporus diastema (G) Bursey y Brooks (2010)a
) - . Ochoterenella digiticauda Goldberg y Bursey
Hylidae Smilisca sordida ?) (2008)a
. . Foleyella sp. (G) Desser (2001)
Ranidae Lithobates forreri Foleyellides striatus (G) | Bursey y Brooks (2010)a
Lithobates vaillanti Foleyellides striatus (G) Bursey y Brooks (2010)a
Corytophanidae Corytophanes cristatus Piratuba digiticauda (G) | Bursey y Brooks (2010)b
Anolis humilis Piratuba digiticauda (G) | Bursey y Brooks (2010)b
Anolis limifrons Piratuba digiticauda (L) Burseyzy Goldberg
Dactyloidae — . — (2003)
Squamata Anolis lionotus* Piratuba digiticauda (G) | Bursey y Brooks (2010)b
Anolis pachypus Piratuba digiticauda (P) Bursey et al. (2012)
- Oswaldofilaria
Iguanidae Ctenosaura similis brevicaudata (G) Desser (1997)
Teiidae Holcosus undulatus Piratuba digiticauda (G) | Bursey y Brooks (2010)b
Setaria cervi (;?) Brenes-Madrigal, 1961
Bovidae Bos taurus Setaria labiatopapillosa Rodriguez-Ortiz et al.
Avrtiodactyla (CY _(2004)
) Odocoileus virginianus Onchocerca cervipedis (G) Carrefio et al. (2001)
Cervidae g Setaria yehi (G) Carrefio et al. (2001)
Leuterer y Gothe (1993)
] ) is | familiari Dirofilaria immitis (SJ) y Vargas y Contreras
Carnivora Canidae Canis lupus familiaris (1998)
Dirofilaria immitis (H) Sancho et al. (1989)
Chiroptera Phyllostomidae Carollia perspicillata Litomosoides pefai (SJ) Jimenez-Quirds y

azteca

Arroyo-Sancho (1960)

Onchocerca cervicalis (P)

Veldzquez et al. (1983)

Perissodactyla Equidae Equus caballus Setaria equina (¢7) Brenes-Madrigal, 1961
Cebidae Cebus capucinus Dipetalonema gracile (¢?) ROd”guéZ(;(?;)tlz etal.
Primates Butts (1948)
Hominidae Homo sapiens Wuchereria bancrofti (L) Lieske (1954)
Paniagua et al. (1983)
Rodentia Cricetidae Sigmodon hispidus Litomosoides carinii (G) Rodriguez-Ortiz et al.

(2000)

Provincias: G: Guanacaste, H: Heredia, L: Limon, P: Puntarenas, SJ: San José, ¢? Sin dato en la publicacion original. *De
acuerdo al sitio The Reptile Database, ésta especie no se distribuye en Costa Rica.

61



ANEXO 3. PERFILES TERMICOS UTILIZADOS POR GEN

Tamafo

Perfil térmico PCR?

Fragmento
genético

Primer (5°-3)

pb

DI

A

EF

Te

To

[

Te

128t

12SF (GTTCCAGAATAATCGGCTA)

12SdegR (ATTGACGGATGRTTTGTACC)

450

94

300

94

45

45

72

45

72

420

35

coxl12

P17447-NemF1_t1-M13
(TGTAAAACGACGGCCAGTCRACWGT
WAATCAYAARAATATTGG)

P17449-NemF2_t1-M13
(TGTAAAACGACGGCCAGTARAGATCT
ACATCATAAAGATATYGG)

P17451-NemF3_t1-M13
(TGTAAAACGACGGCCAGTARAGTTCT
AATCATAARGATATTGG)

P17453-NemR1_t1-M13
(CAGGAAACAGCTATGACTAAACTTCW
GGRTGACCAAAAAATCA)

P17455-NemR2_t1-M13
(CAGGAAACAGCTATGACTAWACYTC
WGGRTGMCCAAAAAAYCA)

P17457-NemR3_t1-M13
(CAGGAAACAGCTATGACTAAACCTCW
GGATGACCAAAAAATCA)

661

94

300

94

40

41+ 4

40

72

60

94

40

47+ 4

40

72

60

72

300

35

18s3

F18ScF1
(ACCGCCCTAGTTCTGACCGTAAA)

F18ScR1(GGTTCAAGCCACTGCGATTAA
AGC)

~740

95

300

95

30

48+ 2

45

72

90

72

420

40

28s°

F28SF1
(CCTCAACTCAGTCGTGATTACC)

F28SR2 (CTCTGGCTTCATCCTGCTCA)

~1150

95

300

95

60

58+ 4

60

72

180

95

30

58+4

60

72

120

72

600

38

F28SF1
(CCTCAACTCAGTCGTGATTACC)

F28SintdR1*
(TCTTYACTTTCATTAYGCTT)

~970

95

300

95

30

60

60

72

120

72

600

38

Casiraghi et al. (2001); 2Prosser et al. (2013), Cocktail preparado en proporcion 1:1:1 de los F y 1:1:1 de los R; 3Lefoulon et
al., (2015). ?D I: Desnaturalizacion Inicial; D: Desnaturalizacién; A: Alineamiento; E: Extension; E F: Extension Final; n:
Numero de ciclos; T°: Temperatura dada en °C; t: Tiempo dado en segundos
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ANEXO 4. NUMEROS DE ACCESO GENBANK DE LOS EJEMPLARES INCLUIDOS EN LOS ANALISIS

Especie Localidad ID muestra coxl 12S rRNA 18S rRNA 28S rRNA
Acanthocheilonema odendhali Alaska 401YU KP760168 KP760314 KP760116 KP760358
Acanthocheilonema vitaea Linaje FR3 YT KP760169 KP760315 KP760117 KP760359
Aproctella alessandroi Brasil 117YU FR823335 FR827905 KP760118 KP760360
Breinlia (Breinlia) jittapalapongi Laos 78YT KP760170 KP760316 KP760119 KP760361
Brugia malayi Linaje FR3 8YT KP760171 KP760317 KP760120 KP760362
Brugia pahangi Linaje FR3 46YT KP760172 KP760318 KP760121 KP760363
Brugia timori Indonesia 6YT KP760173 KP760319 KP760122 KP760364
Cardiofilaria pavlovskyi Bulgaria 180YU KP760174 KP760320 %) %)
Cercopithifilaria bainae Experimental 9YT3 KP760175 KP760321 KP760123 KP760365
Cercopithifilaria rugosicauda Francia 350YU KC610815 KC610812 KP760124 KP760366
Cruorifilaria tuberocauda Venezuela 55YT KP760176 KP760322 KP760125 KP760367
Dipetalonema caudispina Guyana 362YU KP760177 KP760323 KP760126 KP760368

64YT KP760178 KP760324 KP760127 KP760369
Venezuela 124CV KP760179 KP760325 KP760128 KP760370
Dipetalonema gracile Peru 215YU KP760180 KP760326 KP760129 KP760371
Guyana 63YT KP760181 KP760327 KP760130 KP760372
Dipetalonema graciliformis Peru 220YU KP760182 KP760328 KP760131 KP760373
Dipetalonema robini Per 217YU KP760183 KP760329 KP760132 KP760374
Dirofilaria immitis Linaje Bayer 79YT KP760184 KP760330 KP760133 KP760375
Dirofilaria repens Italia 297YU KP760185 KP760331 KP760134 KP760376
Filaria latala Sudafrica 62YT KP760186 KP760332 KP760135 KP760377
Foleyella candezei Togo 68CE KP760187 FR827906 KP760136 KP760378
Icosiella neglecta Ucran_ia 44YT KP760188 KP760333 KP760137 KP760379
Francia 45YT KP760189 KP760334 KP760138 KP760380
Litomosoides brasiliensis Perii PF35 KP760190 KP760335 KP760139 KP760381
PF37 KP760191 KP760336 KP760140 KP760382
Litomosoides hamletti Peru PF36 KP760192 KP760337 KP760141 KP760383
Litomosoides sigmodontis Linaje MNHN ext. %) %) AF227233 KP760384
Litomosoides solarii Venezuela 213YU KP760193 KP760338 KP760142 KP760385
Litomosoides yutajensis Venezuela 39YU AM749280.1 AM779825.1 2 2
AJ544869 AJ544846.1 %) %)
Loa loa Francia 80YT KP760194 KP760339 KP760143 KP760386
Loxodontofilaria caprini Jap6n YG2-58 AM749237 AM779817 KP760144 KP760387
Mansonella (Cutifilaria) perforata Japdn 216JW AM749265 AM779802 KP760145 KP760388
Madathamugadia hiepei Sudéfrica 81YU JQ888270 JQ888289 KP760146 KP760389
Mansonella (Mansonella) ozzardi Haiti 7IYT KP760195 KP760340 KP760147 KP760390
Monanema martini Senegal 31INC KP760196 FR827911 KP760148 KP760391
Ochoterenella spl Venezuela 210YU KP760198 KP760343 KP760151 KP760394
Ochoterenella sp2 Venezuela 47YT KP760199 KP760344 KP760152 KP760395
Ochoterenella sp3 Guyana Francesa 194 JW KP760197 KP760342 KP760150 KP760393
Onchocerca armilatta Camerln 54FKal KP760200 KP760345 KP760153 KP760396
Onchocerca dewittei japonica Jap6n OB9 KP760203 KP760349 KP760154 KP760397
Onchocerca eberhardi Japon S63-5 AM749268 KP760346 KP760155 KP760398
Onchocerca gutturosa Camerln 54FKgl KP760201 KP760347 KP760156 KP760399
Onchocerca ochengi Camer(n 54FKol KP760202 KP760348 KP760157 KP760400
Onchocerca skrjabini Japon S63-6 AM749269 AM779806 KP760158 KP760401
Oswaldofilaria chabaudi Brasil 191YU KP760204 KP760350 KP760159 KP760402
Oswaldofilaria petersi Peru PF34 KP760205 KP760351 KP760160 KP760403
Pelecitus fulicaeatrae Espafia 49YT KP760206 KP760352 KP760161 KP760404
Piratuba scaffi Venezuela 34YUL AM749281.1 AM779831.1 @ 4]
34YU2 AM749282.1 AM779832.1 %) %)
Protospirura muricola Republica Africana Central 97YU KP760207 KP760353 KP760162 KP760405
Rumenfilaria andersoni Finlandia 94YU JQ888273 JQ888291 KP760163 KP760406
Setaria labiatopapillosa Camerdn 413YU KP760208 KP760354 KP760164 KP760407
Setaria tundra Finlandia 71YT KP760209 KP760355 KP760165 KP760408
52YTindl KP760210 KP760356 @ @
Yatesia hydrochoerus Venezuela 52YTind2 KP760211 KP760357 KP760166 @
52YTind3 1%} 1%} KP760167 KP760409
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ANEXO 5. HUESPEDES EXAMINADOS EN LAS COLECTAS DE CAMPO

Fecha de

Positivos a filarias Clave

colecta Localidad Orden: Familia Huésped n de hospedero (Morf/Mol)
Squamata: .
Pluma Hidalgo, Dactyloidae Anolis nebulosus ! 0
Oaxaca Squamata: Scelonorus s 1 0
Phrynosomatidae P .
Juquila, Oaxaca Squamgta: Anolis nebulosus 5 0
Dactyloidae
Septiembre Mixtepec, Oaxaca Squamgta: Anolis nebulosus 7 0
2016 Dactyloidae
Carrizal de Bravo, Squamata: .
: Sceloporus adleri 4 0
Guerrero Phrynosomatidae
El Tejocote, Squamata: .
Guerrero Dactyloidae Anolis sp. ! 0
El Potrero, Squamata:
Coaxtlahuacan, N L Anolis sp. 2 0
Dactyloidae
Guerrero
Anolis lemurinus 3 0
Teocelo, Veracruz ) ADOI'S . 1 0
Octubre 2016 Squamgta. laeviventris
Dactyloidae Anolis sp. 1 0
Xico Viejo, Anolis schiedei 1 0
Veracruz
Anura: Hylidae Smilisca baudinii 2 0
. Anura: Bufonidae Incilius valliceps 1 0
Estacion de -
) : Anura:
Biologia Los Craugastoridae Craugastor sp. 1 0
Tuxtlas, Veracruz g
Febrero 2017 Squamata: s :
- Anolis uniformis 1 0
Dactyloidae
Las Lajas .
' , . Rhinella TuxRh1 (4H, 1M; 5H)
Catemaco, Anura: Bufonidae horribilis 5 TuxRh2 (3H, 7H)
Veracruz
" Chiroptera: Glossophaga ARGAMAZ226 (1H, 1M;
Cueva Huajintlan, Phyllostomidae soricina 5 4H)
Amacuzac, Chiroptera: Pteronotus
Morelos ptera: . 4 0
Mormoopidae parnelli
Chiroptera: Glossophaga 1 0
Phyllostomidae soricina
Mina, ARGAMA236 (1M;1M)
Tlaquiltenango, Chiroptera: Pgegf:;ﬁ‘s 10 | ARGAMA243 (3H, 1M;
Marzo 2017 Morelos Mormoopidae 5H)
Mormoops
1 0
megalophyla
_ _ Pteronotus 6 | ARGAMA249 (1H; 2H)
Chiroptera: parnelli
Cueva El Salitre, Mormoopidae Leptonycteris
1 0
Morelos yerbabuenae
Chiroptera: Myotis velifer 1 0
Vespertilioniidae Myotis sp. 1 0
Cueva de los Chiroptera: Desmodus 2 0
- - rotundus
murciélagos, Phyllostomidae -
Carollia sp. 1 0
Sontecomapan, Souamata:
Veracruz N - Anolis uniformis 2 0
Dactyloidae
Abril 2017 Laguna Squamata:
Escondida, Los d . Anolis uniformis 1 0
Dactyloidae
Tuxtlas, Veracruz
Estacion de . Anolis uniformis 9 TuxAnunl8(3H, 1M; 2H)
Biologia Los sgclia:g?ézé Anolis 3 0
Tuxtlas, Veracruz y tropidonotus
CoyRh12 (1M)
Laguna de ) . Rhinella CoyRh16 (1H)
Febrero 2018 Coyuca, Guerrero Anura: Bufonidae horribilis 30 CoyRh24 (4H,1M)

CoyRh26 (2H, 1M)

IARGAMA se refiere a la clave del Proyecto Argasidos de Mamiferos, Proyecto PAPIT IN214114; ?Los
ejemplares con catdlogo ROM pertenecen al Royal Ontario Museum, ejemplares depositados en el Laboratorio de
Herpetologia, IBUNAM.




ANEXO 6. HUESPEDES FIJADOS EN ETANOL 70% PREVIAMENTE COLECTADOS

Fecha de

Positivos a filarias Clave

colecta Localidad Orden: Familia Huésped n de hospedero (Morf/Mol)
Estacion de Squamata Lepidophyma 2 0
- : Xantusiidae tuxtlae
Agosto 2016 Biologia Los Squamata: Anolis
Tuxtlas, Veracruz q L - 2 0
Dactyloidae tropidonotus
Squamata: Anolis uniformis 1 0
Septiembre E_sta0|9n de Dactyloidae Ano||_s sericeus L 0
Biologia Los Anolis barkeri 1 0
2016 -
Tuxtlas, Veracruz Squamata: Lepidophyma 1 0
Xantusiidae tuxtlae
Estacion de Squamata: Anolis uniformis 5 0
Octubre 2016 Biologia Los Daqcl: Ioidaé Anolis uniformis 2 0
Tuxtlas, Veracruz Y Anolis barkeri 1 0
Mx 200, 17km NE Phyllodactylus
del Puente Tonald, tuberculosus 1 0
Chiapas magnus
Mx 200 Puente Phyllodactylus
. - tuberculosus 1 0
Tiltepec, Chiapas
magnus
Mx 200, 3km S Phyllodactylus
San Juan Grande, tuberculosus 1 ROM42803 (2H, 1M)
Guerrero magnus
Mx 200, km50,
9km S San Phyllodactylus
Marcos, Puente La tuberculosus 1 0
Estancia Il, magnus
Guerrero
Mx 200, km60,
Puente EIl Cagaco, PthIIOQactyI_us 1 0
anei lanei
Guerrero
Squamata: Phyllodactylus
Mx 200, km132 . ROMA42830 (1H)
2008-2010 en puente, Oaxaca Phyllodactylidae tubrﬁ;g::s:us 3 ROM42834 (3H. 10M)
Mx 200, km221 Phyllodactylus
tuberculosus 1 0
en puente, Oaxaca
magnus
Phyllodactylus
Mx 200, km225 tuberculosus 2 ROM42817 (1H)
en puente, Oaxaca
magnus
Phyllodactylus ROMA42825 (2H, 3M)
Cl\r?ixi?t% F(;“:gga tuberculosus 4 ROM42826 (1H)
qurto, magnus ROM42828 (2H)
Mx 200, Puente Phyllodactylus
Manialtepec tuberculosus 1 ROM42836 (3H)
Hidalgo, Oaxaca magnus
Mx 200 Puente Phyllodactylus
tuberculosus 2 0
Merro Il, Oaxaca
magnus
Sin dato PhyIIoS(:)actylus 2 0
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ANEXO 7. MATERIAL OBTENIDO DE LA CNHE Y DONACIONES

Género Especie Orden: Familia Hospedero Localidad Colecta/CNHE
Piratuba digiticauda Squamata: Teiidae Holcosus undulatus Costa Rica CNHE8562
Piratuba
. ) o ) Los Tuxtlas,
Piratuba sp. Squamata: Dactyloidae Anolis uniformis ) CNHE8520
Veracruz, México
. . . . o Laguna de Coyuca,
Foleyellides rhinellae Anura: Bufonidae Rhinella horribilis ] CNHE10207
Guerrero, México
Lithobates forreri | Guanacaste, Costa Rica CNHE7655
Foleyellides striatus
L. megapoda Jalisco, México CNHE 9081
Foleyellides . -
Lithobates zweifeli Las Juntas, Morelos, armas-1
Anura: Ranidae Meéxico
Acahuizotla, Guerrero,
Foleyellides mayenae L. sierramadrensis MeX|co; Pluma ArMAG-2
Hidalgo, Oaxaca,
México
Lithobates sp. Zacapu, Ml_choacan, arm50-1
México
Falconiformes: C heri Sin localidad, proviene
i . aracara cheriway P i6
Pelecitus sp. Falconidae de decomiso Donacion
Pelecitus
Lagomorpha: Sylvilagus San Miguel Donacién (7H, 5
Pelecitus sp. Leporidae floridanus Soyoltepec, Oaxaca,
México M; 4 H)
Ochoterenella Naranjal San Felipe,
Ochoterenella o Anura: Bufonidae Rhinella horribilis Orizatlén, Hidalgo, CNHE10249
digiticauda México
) Punta Cortez
Dipetalonema (Cachito), Los Chil
. : . ; ; achito), Los Chiles, i6
Dipetalonema graciliformis Primates: Atelidae Ateles geoffroyi . Donacion
Costa Rica
Jilotepec, Estado de
Litomosoides Litomosoides sp. Rodentia: Geomyidae Pappogeomys (o Donacion
tylorhynus México
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ETICAS P DEL GEN COX

DIVERGENCIAS GEN

ANEXO 8
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