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RESUMEN

Se han registrado de 1.5-2 millones de especies en el mundo y las estimaciones sobre la riqueza
total se calculan en 8 millones. México ocupa el quinto lugar en diversidad de anfibios con 428
especies. En el estado de Hidalgo se han registrado 54 entre los que se encuentra el género Incilius.
Los estudios de la nematofauna parasita de anfibios en el estado son escasos y no de una manera
continua teniendo registros intermitentes. El objetivo de este trabajo fue conocer la nematofauna
que se encuentra parasitando los anuros del género Incilius recolectados en tres municipios del
estado de Hidalgo ampliando el conocimiento de los nematodos en México. Veinte ejemplares de
Incilius sp. fueron recolectados durante los afios 2015 y 2016, los organismos recuperados de los
anfibios se revisaron e identificaron morfolégicamente, obteniéndose también los parametros de
prevalencia, abundancia e intensidad de la infeccion. Con las medidas obtenidas de la revision de
los diferentes organismos se realizé un analisis multivariado aplicando pruebas de PERMANOVA
de una via y un andlisis de coordenadas principales. Por otro lado, algunos de los nematodos
obtenidos se sometieron a un andlisis filogenético usando métodos de inferencia bayesiana y
méaxima verosimilitud. Como resultado se identificaron 10 taxones: ocho de ellos de la familia
Cosmocercidae (dos del género Aplectana sp., un Cosmocercoides sp. y cinco Cosmocercidae gen,
sp.), un Rhabdias sp. y un Ochoterenella sp. La especie que presento la prevalencia, abundancia e
intensidad de la infeccion mas alta fue Cosmocercidae gen sp. 1, estableciéndose como el taxén
mas representativo, por lo contrario, los valores mas bajos los obtuvo Rhabdias sp. Las pruebas de
PERMANOVA arrojaron que las caracteristicas morfoldgicas de longitud del es6fago (LE),
direccion de utero (DU), forma de la cola (FC), tipo de ala (TA), ubicacién de la vulva (UV) y
papilas en la vulva (PV) son significativas en las hembras de Cosmocercidae y el PcoA mostré la
presencia de seis grupos formados por siete taxones. La reconstruccion filogenética basada en datos
de las secuencias 18s + 28s mostro la posicion de Aplectana sp. 2 y Cosmocercidae gen sp. 1 con
respecto a otras especies de la familia Cosmocercidae. La divergencia genética entre las especies
de Cosmocercidae entre las especies africanas, europeas, orientales y las de este estudio estuvo en

porcentajes entre 11.85y 24.01%.

Palabras claves: Anfibios; Parasitismo; Taxonomia integrativa; Multivariados.
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I. INTRODUCCION

La diversidad bioldgica se refiere a todas las formas de vida que se manifiestan en la Tierra.
Esta es el resultado de millones de afios de evolucion, durante los cuales las diferentes formas de
vida se han ido adaptando a las distintas condiciones ambientales del planeta.

Determinar la totalidad de la diversidad existente se ha convertido en un desafio para
algunas areas de la biologia, ya que la identificacion de las especies es parte fundamental de
cualquier estudio ecoldgico y evolutivo (Bhadury et al., 2006; Derycke et al., 2008). Con el fin de
alcanzar ese propdsito se han desarrollado iniciativas cientificas para describir, identificar y
conocer sus relaciones evolutivas (Blaxter et al., 2005).

Actualmente se tiene el registro de 1.5-2 millones de especies en el mundo y las estimaciones
sobre la riqueza total se calculan en 8 millones. México es considerado uno de los 17 paises con
mayor diversidad de especies y de ecosistemas terrestres, costeros y marinos (Martinez-Meyer et
al., 2014). Por lo que resulta indispensable registrar y caracterizar el mayor nimero de especies
posibles y conocer la mayor cantidad de informacion de estas.

Los métodos tradicionales para la delimitacion de especies por si solos son incapaces de
lograr describir todos los aspectos de la biodiversidad, debido a la existencia de especies cripticas,
especies morfoldgicamente idénticas que presentan una gran divergencia genética o aquellas que
estan cercanamente emparentadas, tornando el escenario ain mas complejo. Por lo que el uso de
analisis moleculares y la obtencion de estos datos ha permitido solucionar algunos de estos
problemas (Blaxter, 1998; De Ley y Bert, 2002; De Ley et al., 2005).

En los Gltimos afios se ha experimentado un declive en la diversidad sin precedentes, y una
parte importante de las especies que se estan perdiendo ain no han sido descritas (Lewis, 2006).
Por ende, muchas especies corren el riesgo de desaparecer quedandose en el anonimato. En este
sentido, los estudios parasitoldgicos son de gran importancia, no solo porque los paréasitos forman
parte inherente de la biodiversidad, sino también porque las interacciones que llevan a cabo con
sus hospedadores implican dindmicas evolutivas y ecolégicas muy complejas (Merino, 2002).
Particularmente, la riqueza de especies del phylum Nematoda es una de las mas grandes, después
de los insectos, aunado a esto el conocimiento de estos esta lejos de completarse. El proposito de

este trabajo fue establecer el registro de los nematodos que parasitan anfibios anuros del género



Incilius en el estado de Hidalgo, con el fin de ampliar el conocimiento sobre la diversidad
helmintologica en México.

1. Generalidades de los nematodos

Los nematodos son organismos blastocoelomados, vermiformes con cuerpos no
segmentados y delgados, presentan forma redondeada, cubiertos por una cuticula laminar la cual
puede estar estriada u ornamentada. Su tamafio puede variar desde algunos micrémetros hasta
algunos metros. Estos gusanos tienen sistema digestivo, nervioso, excretor y reproductor, pero no
presentan un sistema circulatorio ni respiratorio. Son gonocoricos, aunque existen algunos
hermafroditas, en el caso de aquellos que presentan sexos separados el dimorfismo sexual es
marcado, regularmente las hembras son de mayor tamafio, mientras que los machos son pequefios
y tienen una forma curvada en la parte posterior (Lamothe-Argumedo y Garcia-Prieto, 1988;
Hickman et al., 2009; Mille-Pagaza, 2003; Brusca et al, 2022).

Las hembras usualmente presentan un par de ovarios largos, que gradualmente se
convierten en oviductos y posteriormente convergen y se ensanchan para dar paso al Gtero abriendo
en una vagina que se conecta a un gonoporo o vulva localizada en la region ventral del cuerpo
(Lamothe-Argumedo y Garcia-Prieto, 1988; Hickman et al., 2009; Brusca et al, 2022).

El sistema reproductivo de los machos consiste en uno o dos testiculos tubulares, que se
conectan al espermiducto, extendiendose hasta las vesiculas seminales que finalizan en el ducto
eyaculador. Los machos de muchas especies poseen una o dos espiculas, que son utilizadas para
guiar el esperma hacia el gonoporo de la hembra durante la copula. En la cépula el macho envuelve
a la hembra con la regién curvada de su cuerpo, inserta la(s) espicula(s) en el gonoporo para dirigir
el esperma. La fertilizacion ocurre en el Gtero y los huevos fertilizados son depositados en el medio
(Lamothe-Argumedo y Garcia-Prieto, 1988; Brusca et al., 2022). Este tipo de organismos pueden
ser de vida libre o parasitos, los ultimos se presentan en casi todos los grupos de plantas y animales
ya sea invertebrados y/o vertebrados parasitando diferentes liquidos corporales y 6rganos, donde
pueden causar algun dafio (Hickman et al., 2009).

Los nematodos paréasitos poseen una enorme variabilidad de ciclos de vida, algunos simples
y directos (monoxenos con un Unico hospedero definitivo) y otros complejos e indirectos

(heteroxeno con uno o varios hospederos intermediarios); en otros casos el hospedero definitivo



también actia como hospedero intermediario a lo que se conoce como autoheteroxeno. Algunas
especies pueden presentar una fase larval de forma libre y otras deben migrar por diferentes érganos
en el hospedero definitivo hasta alcanzar su localizacién final (Anderson, 1988).

Algunos autores consideran que no existen etapas larvales, mas bien son solo organismos
de menor tamafio, los cuales requieren de una serie de mudas por ecdisis para poder llegar a la
forma adulta y otros méas consideran la existencia de fases larvales. Se conocen cinco etapas del
desarrollo sin incluir el huevo: cuatro estados larvales (L1, L2, L3, L4) y el estadio adulto
(Chabaud, 1955).

El primero y segundo estadios larvarios son de vida libre, alimentdndose de
microorganismos. El segundo estadio larvario muda pero retiene la cuticula que rodea al tercer
estadio larval. Este estadio, si bien es libre, no se alimenta y debe sobrevivir de sus reservas
lipidicas y es generalmente la fase infectiva, dependiendo de la estrategia del ciclo de vida, puede
penetrar la piel perdiendo la cuticula del segundo estadio que la protegia o ser consumido con el
alimento (hospedero intermediario o paraténico) por un hospedero definitivo y dentro de este, debe
desenquistarse, para lo que se necesita estimulos especificos. En algunas ocasiones el huevo puede
quedar latente, en un estadio de resistencia en el ambiente hasta que sea ingerido por un hospedero

apropiado para cerrar su ciclo de vida (Drago, 2017).

HUEVO——->L1/J1 + M1

>L2/J2 + M2

>L3/J3 + M3——>L4/J4 + M4——>ADULTO

1.2 Diversidad

El filo Nematoda estd integrado por 27,000 especies descritas aunque segun algunas
estimaciones podrian incluir mas de 100 mil especies (Brusca et al., 2022). La mayor parte de las
descripciones corresponden a organismos parasitos de vertebrados, seguido de organismos de vida
libre y algunas especies parésitas de invertebrados (Hugot et al., 2001). En el caso particular de los
nematodos parasitos de vertebrados, Carlson et al., (2021) estimaron un total de 28,884 especies,
de las cuales, un 30% se encuentran en mamiferos que es el grupo de hospederos mayormente
estudiados.

En Meéxico, los nematodos constituyen el segundo grupo con mayor riqueza de especies en

los vertebrados silvestres con un total de 464 especies registradas (Garcia-Prieto et al., 2014b).



1.3 Clasificacién del phylum Nematoda

La clasificacion tradicional dentro del phylum Nematoda se divide en dos clases:
Aphasmidia (Adenophorea) (ausencia de fasmidios) y Phasmidia (Secernentea) (presencia de
fasmidios) (Chitwood y Chitwood, 1950). Dicha division ha sido problemética debido a la falta de
caracteres morfologicos fiables; sin embargo, esto se ha superado con el desarrollo de la
filogenética molecular. Las relaciones dentro de Nematoda ha sido explorada durante casi 20 afios
(Blaxter et al., 1998; Kampfer et al., 1998), y los analisis exhaustivos de la de la diversidad del filo
convergen ahora en una en una filogenia estable (Meldal et al., 2007; Holterman et al., 2009; Van
Megen et al., 2009; Bik et al., 2010).

El analisis filogenético méas reciente realizado con DNA ribosomal (18s), propone un
arreglo en la clasificacion del phylum en dos clases Enoplea y Chromadorida. La primera integrada
por dos subclases, conformadas por organismos marinos (Enoplia) y parasitos de animales y plantas
(Dorylaimia), mientras que Chromadorida, incluye a la subclase Chromadoria, constituida por

parasitos de animales y plantas (Fig. 1) (Smythe et al., 2019).
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Figura 1. Filogenia del phylum Nematoda obtenida con el método de méaxima verosimilitud (Tomado de
Smythe et al., 2019).

1.4  Generalidades de los hospederos (Amphibia)

Los anfibios son una clase de vertebrados que se divide en tres drdenes: Anura (ranas y
sapos) con 7,691 especies, Urodela o Caudata (salamandras) con 823 y Gymnophiona o Apoda
(cecilias) con 222 (Frost, 2024; Hickman et al., 2009). Son tetrapodos, ectotérmicos, anamniotas,



cuyas formas corporales son variadas, su piel es hiumeda, desnuda, vascularizada y prevista de
multitud de glandulas, con corazon tricameral. Respiracion por branquias, pulmones y/o piel, en
algunas especies, las branquias externas de las formas larvarias pueden persistir a lo largo de toda
la vida (depende del orden). Gonocdricos; con fecundacion externa en ranas y sapos (Anura) e
interna en salamandras (Caudata) y cecilias (Apoda), la mayoria presenta metamorfosis, huevos
mesoleciticos con cubiertas membranosas gelatinosas. (Hickman et al., 2009).

Los anfibios son un buen modelo para el estudio de las interacciones parasito-hospedero ya
que ocupan una amplia variedad de habitats, exhiben diferentes estrategias de historia y ciclos de
vida (Aho, 1989; Pérez-Ponce de Ledn et al., 2002). Actualmente, los anfibios estan pasando por
un declive en sus poblaciones, por lo que los estudios para identificar las posibles causas de ese
fendmeno son de suma importancia.

México es el quinto pais en riqueza de anfibios, se han registrado 427 especies (Frost, 2024)
y en el estado de Hidalgo se presentan de 53 a 54 especies (Lemos-Espinal y Smith, 2015; Ramirez-
Bautista et al., 2014), entre las cuales se encuentran cuatro del género Incilius.

1.4.1 Anfibios anuros del género Incilius en el estado de Hidalgo

El género Incilius se encuentra dentro de la familia Bufonidae, ampliamente distribuida en
el mundo, habita desde el sur de Norteamérica hasta el noroeste de Sudamérica. Al igual que los
géneros Anaxyrus y Rhinella presentan glandulas parotoides bien desarrolladas en posicién
dorsolateral a cada lado del cuello detras de los ojos. Estas son en realidad un tubérculo agrandado,
0 varios tubérculos fusionados, los cuales albergan numerosas glandulas que secretan un veneno
de diferentes grados de toxicidad, otros tubérculos granulares pequefios estan esparcidos sobre el
cuerpo y las extremidades. Todas las especies son terrestres y se desplazan a través de saltos
pequefios (Lemos-Espinal, 2015).

En México se distribuyen 23 especies de Incilius, de las cuales, cuatro se distribuyen en el
estado de Hidalgo: I. marmoreus (Wiegmann, 1833), I. nebulifer (Girard, 1854), I. occidentalis
(Camerano, 1879) e 1. valliceps (Wiegmann, 1833) (Frost, 2024).



Incilius marmoreus (Wiegmann, 1833)

Es un sapo de tamarfio pequefio, varia entre 55
y 75 mm. Presenta crestas craneanas bajas y poco
conspicuas;  glandula  parotoide ovalada o
subtriangular, plana, tan larga como ancha. El hocico
es corto y truncado; timpano es distinguible. Las
verrugas dorsales son abundantes y granulosas. El
dorso es de color marrén, marrén grisaceo o verdoso,
con manchas irregulares palidas y oscuras dispuestas
en pares simétricos y paralelas a la linea vertebral
(Figura 2) (Lemos-Espinal, 2015).

Incilius nebulifer (Girard, 1854)

Es un sapo relativamente grande, alcanza una
longitud hocico-cloaca (LHC) méaxima de 125 mm,
pero la mayoria de los individuos son de
aproximadamente 75 mm. Puede ser identificado
facilmente por la presencia de crestas craneales
grandes y filosas; glandula parotoide ovalada o
triangular, de orillas rectas lateralmente, ligeramente
dos veces mas largas que anchas; ausencia de un
tubérculo metatarsal interno agrandado y ennegrecido
(Figura 3) (Lemos-Espinal, 2015).

Figura 2. Incilius marmoreus (Tomada de
CONABIO).

Figura 3. Incilius nebulifer (Tomada de
CONABIO).



Incilius occidentalis (Camerano, 1879)

Es un sapo de tamafio moderado de 75 mm.
Presenta una cresta interorbital bien desarrollada,
glandulas parotoides en contacto con los parpados,
ausencia de tubérculos metatarsales cornificados y
ennegrecidos. Su coloracion dorsal es amarillo-
verdusco hasta marron oscuro con un patron
reticulado de color oscuro que es menos denso a los
largo de la linea vertebral y sobre la cabeza (Figura 4)
(Lemos-Espinal, 2015).

Incilius valliceps (Wiegmann, 1833)

Es un sapo talla media 73-100 mm LHC. Su
cuerpo es robusto, ligeramente aplanado, con brazos
cortos y patas traseras musculosas. Su piel es rugosa y
cubierta de tubérculos. Los machos poseen un saco
gular con el que cantan para llamar a las hembras
(Figura 5) (Lemos-Espinal, 2015).

Figura 4. Incilius occidentalis (Tomada de
CONABIO).

Figura 5. Incilius valliceps (Tomada de
CONABIO).



Il. ANTECEDENTES

El parasitismo representa la forma de vida mas exitosa sobre nuestro planeta (Price, 1980).
Los parésitos cumplen funciones importantes en el ambiente natural, ya que son reguladores
poblacionales, descomponedores de materia orgénica, brindan informacion sobre la historia
evolutiva e interacciones con sus hospederos, entre otras.

Los estudios en anfibios desde una perspectiva helmintolégica son escasos, con menos del
15% de las especies examinadas a nivel nacional (Garcia-Prieto, et al., 2014a,b,c). Pérez-Ponce
de Ledn y colaboradores (2002) basdndose en el registro de 1,246 helmintos en México, sefialaron
que 460 especies parasitan anfibios de los cuales el 10% son nematodos, ademas estimaron que, Si
se analizara toda la anfibiofauna de México en los siguientes afios, podrian ser descritas

aproximadamente 827 especies adicionales.

2.1  Registro de nematodos parasitos del género Incilius en América

Estudios sobre los nematodos que parasitan al género Incilius en el continente americano se
han realizado Unicamente en Costa Rica y México, en el primero se han reportado 11 especies
pertenecientes a 8 familias (4 Cosmocercidae, 1 Ascaridae, 1 Cruziidae, 1 Heterakidae, 1
Molineidae, 1 Onchocercidae, 1 Physalopteridae y 1 Spiroceridae; Cuadro 1). En México, los
estudios no han sido continuos en el género, solo existen registros de 19 especies en 7 familias (6
Cosmocercidae, 5 Rhabdiasidae, 4 Molineidae, 1 Kathalaniidae, 1 Onchocercidae, 1
Physalopteridae y 1 Spirocercidae; Cuadro 2).



Cuadro 1. Registro de los nematodos parasitos del género Incilius en Costa Rica (Bursey

y Brooks, 2010).

Especie del género
Incilius

Nematodos

Familia

Incilius coccifer

Incilius conifera

Incilius luetkenii

Incilius valliceps

Africana telfordi
Aplectana incerta
Aplectana itzocanensis
Ascaridae gen. sp.
Cosmocerca parva
Cosmocercoides variabilis
Cosmocerca parva
Cosmocercoides variabilis
Aplectana incerta
Aplectana itzocanensis
Ascaridae gen. sp.
Cosmocerca parva
Ochoterenella digiticauda
Oswaldocruzia costaricensis
Physaloptera sp.
Physocephalus sp.
Aplectana incerta
Aplectana itzocanensis
Cosmocerca parva

Cruzia empera

Ochoterenella digiticauda

Heterakidae
Cosmaocercidae
Cosmocercidae

Ascaridae
Cosmocercidae
Cosmocercidae
Cosmaocercidae
Cosmaocercidae
Cosmocercidae
Cosmocercidae

Ascaridae
Cosmocercidae
Onchocercidae

Molineidae

Physalopteridae
Spirocercidae
Cosmocercidae
Cosmocercidae
Cosmaocercidae
Kathlaniidae

Onchocercidae

10


https://sib.gob.ar/taxonomia/familia/spirocercidae

Cuadro 2. Registro de los nematodos parasitos del género Incilius en México.

Especie del
género Incilius Nematodos Familia Estado/pais Referencia
Incilius Aplectana sp. Cosmaocercidae Oaxaca Trejo-Meléndez et al., 2019.
marmoreus Aplectana incerta Cosmaocercidae Jalisco Galicia-Guerrero et al., 2000.
Oswaldocruzia lescurei Molineidae Oaxaca Trejo-Meléndez et al., 2019.
Oswaldocruzia sp. Molineidae Oaxaca Trejo-Meléndez et al., 2019.
O. subauricularis Molineidae Oaxaca Trejo-Meléndez et al., 2019.
Physocephalus sp. Spirocercidae Jalisco Galicia-Guerrero et al., 2000.
Rhabdias fuelleborni Rhabdiasidae Oaxaca Trejo-Meléndez et al., 2019.
R. pseudosphaerocephala Rhabdiasidae Jalisco Galicia-Guerrero et al., 2000.
Oaxaca Trejo-Meléndez et al., 2019.
Incilius Aplectana itzocanensis Cosmaocercidae Sonora Goldberg y Bursey, 2002.
mazatlanensis Oswaldocruzia pipiens Molineidae Sonora Goldberg y Bursey, 2002.
Physaloptera sp. Physalopteridae Sonora Goldberg y Bursey, 2002.
Physocephalus sp. Spirocercidae Sonora Goldberg y Bursey, 2002.
Rhabdias americanus Rhabdiasidae Sonora Goldberg y Bursey, 2002.
Incilius nebulifer Aplectana itzocanensis Cosmocercidae Querétaro Galicia-Guerrero et al., 2000.
Aplectana sp. Cosmocercidae Nuevo Lebn Martinez-Villarreal, 1969.
Cosmocercoides sp. Cosmocercidae Nuevo Ledn Ledn-Régagnon et al., 2005.
Rhabdias fuelleborni Rhabdiasidae Querétaro Galicia-Guerrero et al., 2000.
Incilius Rhabdias kuzmini Rhabdiasidae Guerrero Martinez-Salazar y Ledn-
occidentalis Regagnon, 2007.
Aplectana itzocanensis Cosmocercidae Yucatan Espinola-Novelo y
Guillén- Herndndez, 2008.
Aplectana sp. Cosmocercidae Veracruz Galicia-Guerrero et al., 2000.

Incilius valliceps

Cosmocerca sp.
Cruzia morleyi
Ochoterenella sp.
Oswaldocruzia sp.

Physocephalus sp.
Raillietnema lynchi
Rhabdias sp.
Rhabdias fuelleborni

Spirocerca sp.

Cosmocercidae
Kathlaniidae
Onchocercidae
Molineidae

Spirocercidae
Cosmocercidae
Rhabdiasidae
Rhabdiasidae

Spirocercidae

Quintana Roo

Veracruz
Quintana Roo
Veracruz
Veracruz
Yucatan

Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Veracruz
Quintana Roo
Quintana Roo
Yucatan
Quintana Roo

Teran- Juarez, 2011.

Guillén-Hernandez, 1992.
Teran- Juarez, 2011.
Galicia-Guerrero et al., 2000.
Guillén-Hernandez, 1992.

Espinola-Novelo y

Guillén- Hernandez, 2008.
Teran- Juarez, 2011.
Teran- Juarez, 2011.
Guillén-Hernandez, 1992.
Teran- Juarez, 2011.
Teran- Juarez, 2011.
Espinola-Novelo y
Guillén- Hernandez, 2008.
Teran- Juarez, 2011.
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2.2  Estudios morfométricos aplicando andlisis multivariados en especies de
Cosmocercidae que parasitan anuros

La mayoria de los estudios morfométricos que se han realizado con nematodos parasitos de
vertebrados, se basan en la aplicacion de analisis uni y multivariados para determinar variaciones
intraespecificas (en un hospedero o varios), ademas de usarse como evidencia para la delimitacion
de especies.

Dentro de la familia Cosmocercidae solo se han realizado analisis multivariados en las
especies Aplectana hamatospicula y A. hylambatis. El estudio realizado Gastrophryne olivacea en
Oklahoma, Estados Unidos, mostrd que los ejemplares de A. hamatospicula son mas pequefios en
esta especie que en otras, sugiriendo variaciones debidas al hospedero (Vhora y Bolek, 2013). Por
otra parte, se llevé a cabo un estudio en 401 ejemplares de A. hylambatis que se encontraban
parasitando cinco hospederos distribuidos en siete localidades de Argentina con el objetivo de
determinar las variaciones morfoldgicas. Con los datos obtenidos, se realizd un anélisis de
componentes principales y uno de discriminantes y los resultados mostraron que algunos de los
caracteres eran variables segln el hospedero, sin embargo, esa variacién no era significativa
(Gonzélez et al., 2019). Ademas, existen otros trabajos donde se han utilizado analisis

multivariados en helmintos parasitos de anfibios con diferentes propdsitos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Registro de trabajos de analisis multivariados en helmintos

Helmintos Hospedero Pais Tipo de analisis Referencia
Nematodos Algunos Brasil Analisis de discriminantes Borba et al., 2021.
vertebrados
Nematodos Anfibios Rusia Comparacién de medias Kirillova et al., 2021.
Nematodos Anfibios Argentina Componentes principales (PCA) Gonzalez, Gomez y
Anélisis de discriminantes Hamann, 2019.
Nematodos Anfibios Estados Unidos ~ Comparacién de medias Vhora y Bolek, 2013.
Monogeneos Anfibios Republica  del Componentes principales (PCA)  Tinsley y Jackson, 1998.
Congo Anélisis de discriminantes

Trematodos Anfibios Canada Correlacion lineal Kennedy, 1980.




2.3 Estudios filogenéticos

Diversos estudios filogenéticos de integrantes de la familia Cosmocercidae, parasitos de
anfibios, han sido realizados en el mundo con representantes de Africa, América, Asia y Europa.
En América, los estudios que se han realizado son escasos, incluyendo solo cuatro especie de
Sudamérica especificamente de Brasil. Se tiene informacion de 40 especies caracterizadas
genéticamente con los genes ribosomales ITS, 18S y 28S, y el gen mitocondrial citocromo c
oxidasa subunidad 1 (COI) en la base de datos del GenBank (Cuadro 4). Algunas de estas
secuencias han formado parte de filogenias con representantes de distintos drdenes, con el
propdsito de conocer la posicidén de nuevas especies, como por ejemplo la de Cosmocercoides
tonkinensis (Tran et al., 2015).

La filogenia més reciente de la superfamilia Cosmocercoidea se realizé con DNA ribosomal
de los genes 18S y 28S, conto con representantes de las tres familias (Atractidae, Cosmocercidae
y Kathlaniidae), siendo Cosmocercidae la familia de la que se incluyeron mas especies. El analisis
corrobor6 la monofilia de Cosmocercidae y la parafilia de Kathalaniidae (Fig. 6) (Chen et al.,
2021). También, Harnoster y colaboradores (2022) elaboraron una reconstruccion filogenética con
10 representantes de la subfamilia Cosmocercinae que parasitan anfibios en Africa, y Asia, y
Cruzia americana como grupo externo, con el propésito de conocer la posicion filogenética de tres
nuevas especies africanas: Cosmocerca daly, C. monicae y C. makhadoensis, basada en los genes
28Se ITS (Fig.7)
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100 Aplectana dayaoshanensis n. sp.

Aplectana xishuangbannaensis
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Cosmocerca ornata
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Rondonia rondoni

Ascaris lumbricoides - Outgroup

Figura 6. Arbol filogenético de algunos representaste de la superfamilia Cosmocercoidea, el clado
| corresponde a la familia Cosmocercidae (Tomado de Chen et al. 2021)

MW329989 Cosmocerca sp. 1

0.72

OM248663 Cosmacerca daly

OM248861 Cosmocerca monicae

MW329988 Cosmaocerca sp. 2

MNB39755 Cosmocerca simife

MW326675 Cosmocerca ornata

1 MW329040 Aplectana xishuangbannaensis
LC018444 Cosmocercoides puicher
4[ \
AB308160 Cosmocercoides tonkinensis

U84757 Cruzia americana

Figura 7. Arbol filogenético de la subfamilia Cosmocercinae (basado en 28S+ITS tomado de Harnoster
etal., 2022).



Cuadro 4. Datos genéticos de algunos Cosmocercidos con los genes 18s, 28s, ITS y COI.

Hospederos Pais GenBank Referencia
Especies
18S ITS 28S COl

Aplectana Hylarana China OKO045516 OKO045524 0OK045530 Chen et al. (2021)

dayaoshanensis spinulosa

A.chamaeleonis Hyperolius Alemania OKO045518 OK045527 OK045533 Chen et al. (2021a)
kivuensis

A Polypedates China MW329041 MW329038 Chen et al. (2021b)

xishuangbannaensis megacephalus

Cosmocerca sp. 1 Hoplobatrachus China MW329987 0OK489801 MW329989 Chen et al. (2021a)
chinensis

Cosmocerca sp. 2 Bufo China MW329990 MT108303 MW329988 Chen et al. (2020a;
melanostictus 2021a)

C. albopunctata Chiasmocleis Brasil OP153854 Alcantara et al. (2022)
albopunctata

C. daly Cacosternum Sudafrica OM248663 Harnoster et al., (2022)
boettgeri

C. japonica Rhacophorus Japén LC052757 Sato et al. (2015)
schlegelii

C. makhadoensis Phrynomantis Sudéfrica OM248662 Harnoster et al., (2022)
bifasciatus

C. monicae Kassina Sudéfrica OM248661 Harnoster et al., (2022)
senegalensis
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Cuadro 4. Continuacion

Hospederos Pais GenBank Referencia
Especies
18S ITS 28S COl

C. ornata Hylarana China MW326676  MT108302 MW326675 Chen et al. (2021b)
spinulosa

C. parva Leptodactylus Brasil OP153857 Alcantara et al. (2022a)
podicipinus

C. podicipinus Leptodactylus Brasil OP153860 Alcantara et al. (2022a)
latrans

C. simile Bufo China MN839758 MN839761 MN833301 Chen et al. (2020a)
gargarizans

Cosmocercoides Bufo China MH178321 MH178311 MW325956 MH178303 Chen et al. (2018a;

gingtianensis gargarizans 2021b)

C. pulcher Bufo japonicus Japo6n LC018444 MH178314 LC018444 MH178309 Tran et al. (2015)

C. tonkinensis Acanthosaura Vietnam AB908160 AB908160 AB908160 Tran et al. (2015)
lepidogaster

C. wuyiensis Amolops China MK110871 Liu et al. (2019)
wuyiensis

Nemhelix bakeri - e HM627010 No publicado

Raillietnema sp. = e DQ503461 Smythe et al., (2006)
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1.  OBJETIVOS

Objetivo general

e Establecer el registro de la nematofauna que parasitan anuros del género Incilius

recolectados en tres municipios del estado de Hidalgo, utilizando andlisis morfologicos y

moleculares.

Objetivos especificos

Identificar taxonomicamente los nematodos recolectados de Incilius mediante la
comparacion con descripciones previas.

Determinar los niveles de infeccion de los nematodos que parasitan a los Incilius
recolectados en las diferentes localidades, con base en los parametros ecoldgicos de
prevalencia, abundancia e intensidad promedio.

Comparar morfométricamente algunos de los ejemplares de nematodos obtenidos con la
ayuda de un analisis estadistico multivariado.

Realizar un andlisis filogenético de algunos ejemplares de nematodos obtenidos,
empleando las secuencias parciales de los genes 18s y 28s.

Calcular las distancias genéticas de algunos nematodos obtenidos, empleando las

secuencias parciales de los genes 18s 'y 28s.
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IV. JUSTIFICACION

A pesar de la gran riqueza de especies de anfibios en México (428) (Frost, 2024), el
conocimiento sobre su helmintofauna es limitado, con solo 106 especies de helmintos (4
acantocéfalos, 4 mononogeneos, 7 cestodos, 42 trematodos y 49 nematodos) reportadas por Garcia-
Prieto y colaboradores (2014a,b,c). Para el estado de Hidalgo, solo se tienen tres trabajos
relacionados con helmintos parasitos de anfibios, dos en Lithobates spectabilis (Hillis y Frost,
1985) y uno en Ambystoma velasci (Dugés, 1888) (Pulido-Flores et al., 2009; Aleméan-Mufioz et
al., 2013; Falcén-Ordaz et al., 2014). El presente trabajo es el primer estudio nematodoldgico en
Hidalgo y uno de los 10 estudios helmintoldgicos en el género Incilius que han sido realizados en
el pais en los estado de Guerrero, Jalisco, Nuevo Ledn, Oaxaca, Querétaro, Quintana Roo, Sonora,
Yucatan y Veracruz (Martinez-Villarreal, 1969; Guillén-Hernandez, 1992; Galicia-Guerrero et al.,
2000; Goldberg y Bursey, 2002; Ledn-Régagnon et al., 2005; Martinez-Salazar y Le6n-Regagnon,
2007; Espinola-Novelo y Guillén-Hernandez, 2008; Teran-Juarez, 2011; Trejo-Meléndez et al.,
2019), lo que permitira cubrir parcialmente el vacio de informacion sobre este grupo de parasitos.
Los nematodos pueden brindar informacion muy valiosa como indicadores de la calidad ambiental,
ya que tienen un papel importante en la historia evolutiva de sus hospederos (Rodriguez-Diego et
al., 2009; Rico-Hernandez, 2011; Falcon-Ordaz et al., 2012; Monks et al., 2013; Sarasquete et al.,
2013). Por ultimo, resulta imprescindible registrar la mayor cantidad de especies de parasitos con
el objetivo de comprender los procesos ecoldgicos y evolutivos en los que se involucran y generar
herramientas complementarias con el fin de conservar tanto a los parasitos como a sus hospederos

(Pérez-Ponce de Ledn y Garcia-Prieto, 2001).
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V. AREA DE ESTUDIO

La recoleccion de los anfibios se llevo a cabo en los municipios de Eloxochitlan, Huehuetla
y Metztitldn que son tres de los 84 municipios que conforman el estado de Hidalgo. Dichos
municipios se encuentran ubicados dentro de la provincia de la Sierra Madre Oriental; dentro de la

subprovincia Carso Huasteco (Figura 8).

]

Figura 8. Municipios de Eloxochitlan (rojo), Huehuetla (verde) y Metztitlan (azul) (tomada y
modificada de Wikipedia ).

Clima

El municipio de Eloxochitlan presenta un clima seco semicélido, templado subhimedo con
[luvias en verano. Tiene una temperatura media anual de 17°C y una precipitacién pluvial de 1075
milimetros cubicos por afio (INEGI, 2020).

En Huehuetla el clima es semicalido humedo y templado himedo con lluvias todo el afio.
Con temperaturas anuales entre 16-26°C, y una precipitacion pluvial de 900-2600 milimetros
cubicos por afio (INEGI, 2020).
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En Metztitlan el clima es seco semicalido y templado subhiimedo con lluvias en verano.
Registra una temperatura anual de 20.2°C, y una precipitacion pluvial de 437 milimetros por afio
(INEGI, 2020).

Hidrologia

Los municipios de Eloxochitlan y Metztitlan se encuentran dentro de la region hidrologica
del Panuco; en las cuencas del rio Moctezuma; dentro de las subcuencas de rio Metztitlan, rio
Amajac y rio Los Hules (CONAGUA, 2015).

En el caso de Huehuetla se encuentra en region hidroldgica de Tuxpan—Nautla; en la cuenca

del rio Tuxpan; dentro de la subcuenca de rio Pantepec y rio Vinazco (CONAGUA, 2015).

VI. METODOS

6.1  Material bioldgico y sitios de muestreo

El presente estudio se realiz6 con material recolectado durante los afios 2015 y 2016, en los
municipios de Eloxochitlan (San Juan Amajac), Huehuetla (Rio Blanco) y Metztitlan (Jilotla, Santa
Monica, Acalome y San Cristdbal) del estado de Hidalgo (Cuadro 5). Los anfibios fueron

recolectados de noche, de forma manual y transportados en bolsas de plastico al laboratorio.

6.2  Revision de los hospederos

Los sapos fueron sacrificados con una sobredosis intraperitoneal de pentobarbital sédico.
Para su revision, a cada organismo se le realiz6 una incision en la zona ventral, en la linea media
del cuerpo y bajo el microscopio estereoscdpico, se examinaron la cavidad corporal, mesenterio,
tejido muscular y 6rganos internos (corazén, estbmago, higado, intestino, pulmones, rifiones y
vejiga). Los organos se colocaron en cajas Petri con solucion salina al 0.65% y con la ayuda de
pinzas de diseccion se desgarraron para recolectar a los helmintos.

Los nematodos fueron manipulados con pinceles y colocados en acido acético glaciar

durante un minuto para su fijacion, posteriormente se transfirieron a frascos pequefios de vidrio
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con alcohol al 70% para su almacenamiento. Estos organismos fueron utilizados en el estudio
morfologico y morfométrico, mientras que los organismos que se utilizaron en el anélisis molecular
una vez recolectados se colocaron directamente en frascos viales con alcohol absoluto y se

refrigeraron.

Cuadro 5. Hospederos utilizados en el estudio y los sitios donde fueron recolectados.

Hospederos Localidad, Municipio No. de muestras
Incilius valliceps Jilotla, Metztitlan 1
Incilius valliceps San Cristobal, Metztitlan 2

Incilius occidentalis Santa Monica, Metztitlan 1
Incilius valliceps Acalome, Metztitlan 5
Incilius sp. Metztitlan 1
Incilius valliceps Juan Amajac, Eloxochitlan 3
Incilius sp. Rio Blanco, Huehuetla 7

6.3  Analisis morfoldgico

Los ejemplares se aclararon en preparaciones semipermanentes con una mezcla de glicerina
con alcohol al 70%. Las preparaciones fueron observadas para obtener los caracteres morfol6gicos
con la ayuda del microscopio éptico. Ademas, se tomaron fotografias de cada uno de los individuos
analizados, a través de una camara Zeiss Axiocam Erc5s adaptada al microscopio Optico Zeiss
AXIO Lab. 01. Las medidas corporales para cada especie fueron obtenidas con un ocular
micrométrico.

Las fotografias de Microscopia Electronica de Barrido (MEB) fueron realizadas en el area
de microscopia del Laboratorio de Microscopia y Fotografia de la Biodiversidad perteneciente al
Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). La preparacion
de estos consistio en la deshidratacion de los nematodos en una serie de alcoholes graduales
(tomando los que se mantienen en alcohol al 70%) hasta llegar a alcohol absoluto, posteriormente

las muestras fueron secadas a punto critico con CO y recubiertas con una mezcla de oro-paladio
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para su observacion (Falcon-Ordaz et al., 2014).
Para la identificacion a nivel especifico de los organismos, se utilizaron claves dicotomicas
(Chabaud, 1974; Anderson et al., 2009) y literatura especializada.

6.4 Caracterizacion de la infeccién

La caracterizacion de la infeccion se realizd con base en los pardmetros ecoldgicos de
prevalencia, abundancia promedio e intensidad promedio propuestos por Bush et al., (1997). Dicha
informacidn permite evaluar los porcentajes de infeccion en los hospederos ademas de aportarnos
informes sobre las poblaciones de parasitos.

La prevalencia se define como el nimero de individuos de una especie de hospedero
infectado con una especie particular de parasito entre el total de hospederos examinados, expresado
en porcentaje.

# hospederos infectados

P lencia (%) = X100
revalencia (%) # hospederos examinados

La abundancia promedio es el nimero total de individuos de una especie de parasito en
particular en una muestra de una especie de hospedero, dividida entre el nimero total de hospederos
de la especie que se esta estudiando (incluyendo hospederos infectados o no infectados).

# de parasitos de una especie

Abundancia promedio =
" 1ap ' # total de hospederos examinados

La intensidad promedio se define como el nimero total de parasitos de una especie en

particular, dividido entre el nimero de hospederos infectados.

] . # total de parasitos de una especie
Intensidad promedio =

# de hospederos infectados
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6.5 Andlisis morfométrico

6.5.1 Matriz

Se analizaron 70 ejemplares adultos (10 por cada taxon) identificados como Cosmocercidae
gensp. 1, 2,4, A. incerta, A. itzocanensis (estos tomados como referencia), Aplectana sp. 1y 2, de
los cuales se midieron nueve atributos de importancia taxonémica: longitud total (LT), ancho del
cuerpo (AM), longitud del es6fago (LE), poro excretor a region anterior (PE-RA), anillo nervioso
a region anterior (AN-RA), largo del bulbo (LB), ancho del bulbo (AB), longitud del huevo (LH),
ancho del huevo (AH) (Fig. 9) y cinco caracteres cualitativos: direccidn de las ramas uterinas (DU),
forma de la cola (FC), tipo de ala (TA), papilas en la vulva (PV) y ubicacion de la vulva (UV).
Todas las medidas se expresaron en milimetros (mm) y a los caracteres cualitativos se les dio el
valor de 1 0 2 segln sea el caso (PV: ausencia 1, presencia 2; DU: prodélfas 1, anfidélfas 2; FC:
conica 1, filamento 2; TA: simple 1, tricispide 2 y UV: ecuatorial 1, postecuatorial 2). De cada

uno de los caracteres cuantitativos, se obtuvo la media y la desviacion estandar .

Como la matriz estaba compuesta por un conjunto de datos sin un factor comdn que les
permitiera correlacionarse, se procedié a la ortogonalizacion, transformandola en una segunda
matriz con la formula z = [(X-p)/c], donde p es el valor de la media y o es la desviacion estandar

de cada rasgo, lo que reforzaria la confianza en los analisis posteriores (Anexos 1).
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Figura 9. Ejemplar hembra de la familia Cosmocercidae que muestra los atributos: longitud total
(LT), ancho del cuerpo (AM), longitud del es6fago (LE), poro excretor a region anterior (PE-RA),
anillo nervioso a region anterior (AN-RA), largo del bulbo (LB), ancho del bulbo (AB), longitud
del huevo (LH), ancho del huevo (AH), direccion de las ramas uterinas (DU), forma de la cola
(FC), tipo de ala (TA), papilas en la vulva (PV) y ubicacion de la vulva (UV) usados para el analisis
morfométrico (llustraciones tomadas y editadas de Falcon-Ordaz et al., 2007).

6.5.2 Andlisis multivariado

Para realizar todos los andlisis, los datos de la matriz ortogonalizada fueron sometidos a una
prueba de multinormalidad de Mardia, la cual considera la simetria (cantidad de datos por arriba
y por debajo de la media) y la curtosis (la forma en que se distribuyen los datos bajo una curva de
normalidad) lo anterior para corroborar la distribucién de los datos (Mardia, 1970), posteriormente
se procedio a realizar un anélisis de varianza multivariado permutacional (PERMANOVA de una
via) con los datos de todos los atributos y después se llevaron a cabo pruebas sucesivas, eliminando
cada atributo y después reemplazandolo con el eliminado previamente (el numero de
PERMANOVAS depende del nimero de atributos); con lo cual se disminuye la dimensionalidad
de la base y se obtiene el modelo minimo para garantizar la diferencia entre las especies. El valor

de corte (Alpha) fue corregido de acuerdo con el criterio de Bonferroni (Zar, 1999). Los valores de

24



atributos identificados como significativos se utilizaran para establecer los intervalos de exclusion
entre especies, finalmente se realiz6 un Andlisis de Coordenadas Principales (ACoP) para gréficar
los scores considerando las distancias Gower, esto debido a que la matriz estaba conformada con
diferentes tipos variables (cualitativas y cuantitativas). Todos los analisis se realizaron con el
programa PAST 4.2 (Hammer et al, 2001) (Anexo 2).

6.6 Anélisis molecular

6.6.1 Extraccion de DNA

Se extrajo el DNA gendémico de los ejemplares Aplectana sp. 2 y Cosmocercidae gen sp. 1
provenientes de una localidades de Eloxochitlan y dos de Metztitlan usando el kit Tissue/Insect
DNA miniPrep de Zymo Research (Anexo 3), utilizando las recomendaciones del fabricante. Las

muestras del DNA obtenidas se mantuvieron en congelacion a -20°C.

6.6.2 Amplificacion y purificacion del DNA

Se llevé a cabo la amplificacion parcial de los genes 18s y 28s, mediante los primers
Nem_18s_F (5’-CGCGAATRGCTCATTACAACAGC-3’) y Nem_18s R (5°-
GGGCGGTATCTGATCGCC-3’) para generar un fragmento de aproximadamente 900 pb del gen
18s (Floyd et al., 2005), y 28s-F (5’-AGCGGAGGAAAAGAAACTAA-3") y 28s-R (5-
ATCCGTGTTTCAAGACGGG-3'), para obtener un fragmento de aproximadamente 740 pb del
gen 28S (Nadler y Hudspeth, 1998). La PCR tuvo un volumen final de 25 ul que comprendio: 3 ul
de DNA, 0.2 ul de cada primer, 1 pul de ANTP, 1.8 ul de buffer, 1.5 ul MgCo, 0.15 ul Taq polimerasa
y 17.15 ul de H20, bajo las condiciones siguientes: desnaturalizacién inicial a 94°C por 5 min, 38
ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 30s, alineamiento de primers a 45-48°C durante 30s,
extension a 72°C por 60s, y una elongacion final a 72° C durante 7 minutos. Todas las
amplificaciones por PCR se llevaron a cabo en un termociclador de la marca Applied Biosystems
modelo Proflex. Los productos de la PCR se mantuvieron en refrigeracion a -4°C y posteriormente,
fueron purificados por medio del método de polyethylen glycol (PEG) (Anexo 4).
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6.6.3 Secuenciacion

Los productos de PCR fueron enviados al Laboratorio de Secuenciacion Genomica de la
Biodiversidad y de la Salud en el Instituto de Biologia, UNAM para llevar a cabo la secuenciacion
Sanger (Anexo 5).

6.6.4 Edicion y alineamiento de secuencias

Las secuencias obtenidas (18s y 28s) se utilizaron como referencia, para llevar a cabo la
recuperacion de secuencias de especies de la familia Cosmocercidae a través del programa BLAST
(Altschul et al., 1997), en la base de datos de GenBank del Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica (NCBI) (Cuadro 4). Posteriormene, las secuencias fueron alineadas mediante el
programa Muscle implementado en Mega X y editadas en el mismo programa (Kumar et al., 2018).

Finalmente, las secuencias de ambos genes fueron concatenadas en el programa Mesquite.

6.6.5 Distancias genéticas y generacion de arboles filogenéticos

La matriz generada se compone de 21 secuencias y 1582 pares de bases (18s 1-857 pb y 28s
858-1582 pb). Dicha matriz, fue utilizada para obtener el modelo evolutivo de mejor ajuste a los
datos en el programa MEGA X (Kumar et al., 2018) para cada uno de los genes:
Kimura+distribucion Gamma (K2+G) para 18s y Hasagawa, Kishino y Yano+distribucion Gamma
(HKY+G) para 28s. Dichos modelos fueron utilizados para obtener las distancias genéticas
corregidas, en el programa MEGA X (Kumar et al., 2018) y obtener los arboles filogenéticos
mediante inferencia bayesiana y méaxima verosimilitud. El andlisis bayesiano fue realizado en el
programa MrBayes v3.2.7 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001), empleando dos analisis
independientes, cuatro cadenas de Markov Montecarlo y 30 millones de generaciones. EI muestreo
de los arboles se llevd a cabo cada 1000 generaciones, eliminando el 25% de las topologias
generadas al inicio del andlisis. El analisis de maxima verosimilitud se llevo a cabo en el programa
iIQTree (Nguyen et al., 2015), empleando el modelo evolutivo TNe+G4, para el gen 18s y
TIM3+F+G4 para 28s, para evaluar el soporte de las ramas se utilizé el método de Bootstrap

ultrépido con 1000 pseudoreplicas.
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VIl. RESULTADOS

Se recolectaron 20 sapos del género Incilius, de los cuales se obtuvieron 10 taxones de
nematodos: ocho de ellos pertenecientes a la familia Cosmocercidae (dos del género Aplectana sp.,
un Cosmocercoides sp. y cinco Cosmocercidae gen, sp.), uno Rhabdias sp. y un Ochoterenella

sp. en las distintas localidades (Cuadro 6).

Cuadro 6. Registro nematofauna parasita del género Incilius en algunas localidades del estado de Hidalgo.

Localidades
Jilotla, San Santa San Juan
Nematodos Metztitlan Cristobal, Mobnica, Acalome,  Metztitlan Amajac, Rio Blanco ,
Metztitlan Metztitlan Metztitlan Eloxochitlan Huehuetla
Aplectana sp. 1 X
Aplectana sp. 2 X X
Cosmocercoides sp. X
Cosmocercidae gen. X X X X X
sp. 1
Cosmocercidae gen. X
sp. 2
Cosmocercidae gen. X
sp. 3
Cosmocercidae gen. X
sp. 4
Cosmocercidae gen. X
sp. 5
Rhabdias sp. X
Ochoterenella sp. X X
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7.1  Caracterizaciones morfologicas y comentarios taxonémicos

Nematoda Cobb, 1932
Chromadorea Inglis, 1983
Spirurida Railliet, 1915
Cosmocercidae Railliet, 1916
Aplectana Railliet and Henry, 1916
Aplectana n.sp. 1 (Fig. 10)

Descripcion: Nematodos blancos, pequefios y delgados; machos méas pequefios que las hembras.
Ala lateral presente en ambos sexos. Boca con tres labios; labio dorsal con dos papilas y cada labio
ventrolateral con una papila y un gran anfidio (Fig.11A). Esé6fago largo con un bulbo esofagico
redondeado. Poro excretor anterior al bulbo. Anillo nervioso ubicado aproximadamente a la mitad
de la longitud del es6fago en las hembras. Macho con 11+1 pares de papilas caudales totales.
Espiculas del mismo tamarfio y gubernéaculo.

Macho: (Basado en 16 ejemplares). Longitud total del cuerpo 2.11+0.10 (1.90-2.3); ancho
a la mitad del cuerpo 0.09+0.003 (0.1-0.13). Largo del eséfago incluyendo el bulbo 0.41+0.01
(0.38-0.45). Bulbo esofagico 0.07+0.006 (0.05-0.10) de largo, 0.07+0.006 (0.06-0.10) de ancho.
Distancia del poro excretor a la regién anterior 0.32+0.013 (0.3-0.35). No se observé el anillo
nervioso. Ala lateral en forma simple, iniciando en el primer tercio de la region cefélica y
finalizando a la altura del ano. Espiculas de igual tamafio con una longitud de 0.19+0.02 (0.15-
0.22). Gubernaculo 0.10+0.006 (0.10-0.12) de largo. Pequefia hilera de cerdas cuticulares en forma
de brocha en el ano (Fig. 11B). Cinco pares de papilas preecloacales, tres pares y una impar de
mayor tamario sobre la apertura anal (tres papilas de lado derecho y tres del izquierdo de la papila
impar), un par adanal y dos pares postcloacales (5:3+1:1:2) (Fig. C, D). Cola conica.

Hembra: (Basado en 15 ejemplares). Longitud total del cuerpo 2.8+0.19 (2.4-3.1); ancho
a la mitad del cuerpo 0.10+£0.01 (0.1-0.15). Largo del es6fago incluyendo el bulbo esofagico
0.49+0.01 (0.40-0.55). Bulbo esofagico 0.09+0.009 (0.05-0.10) de largo, 0.08+0.009 (0.06-0.10)
de ancho. Distancia del poro excretor a la region anterior 0.36+0.02 (0.30-0.40). Anillo nervioso a
0.23%0.01 (0.2-0.25) de la regidn anterior. Presencia de ala lateral de forma simple iniciando en el

primer tercio de la region cefalica hasta el ano (Fig.10, 12A). Vulva post-ecuatorial, situada a
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1.83+0.12 (1.60-2) del extremo anterior con un par de papilas en la parte anterior de esta (Fig.13).
Tiene un arreglo prodélfico de las ramas uterinas. De 7 a 44 huevos embrionados, 0.14+0.04 (0.11-
0.26) de largo y 0.09+0.03 (0.07-0.17) de ancho (Fig.12B). Cola conica 0.17+0.01 (0.15-0.22) de
largo.

Hospedero: Incilius valliceps

Sitio de infeccion: Intestino

Localidad: Jilotla, Metztitlan.

Coordenadas: 20° 32'58"N 98° 44' 51"W

SU1510 10.0kV 14.5mm x110 SE

Figura 10. Micrografia de microscopio electronico de barrido de un ejemplar hembra de Aplectana
n.sp. 1, parasita de Incilius valliceps, de Metztitlan, Hidalgo, ejemplar completo.
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SU1510 10.0kV 15.6mm x1.00k SE

Figura 11. Micrografia de microscopio electronico de barrido de ejemplares macho de Aplectana n.sp. 1,
parésita de Incilius valliceps, de Metztitldn, Hidalgo, A) Region cefalica (A=anfidios, PC=papilas
cefalicas, PS=papilas somaticas) Macho: B) Hilera de cerdas cuticulares en forma de brocha C) y D)
Region caudal, mostrando las papilas genitales.

Figura 12. Ejemplar hembra de Aplectana n.sp. 1 A) Corte en la regién media que evidencia la
forma simple del ala lateral B) Huevo embrionado.
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SU1510 10.0k\V 14.5mm x3.50k SE 10.0um
Figura 13. Micrografia de microscopio electronico de barrido de un ejemplar hembra de Aplectana n.sp.
1 de la region de la vulva con la presencia de un par de papilas.

Comentarios taxondmicos

Los ejemplares identificados como Aplectana n.sp. 1 fueron asignados a dicho género por
presentar alas laterales, machos sin papilas rosetadas ni plectanas en la region caudal, hembras con
numerosos huevos de céascara fina y prodélfas.

El género Aplectana esta integrada por 66 especies, que parasitan anfibios y reptiles
(Hodda, 2022; Ramallo et al., 2023; Santos et al., 2023). Se distribuyen a lo largo de nueve regiones
biogeograficas con seis especies en la Afrotropical, una en la Australiana, dos en la Madagascar,
cinco en la Neartica, 30 en la Neotropical, tres en la Oceéanica, ocho en la Oriental, cuatro en la
Paleértica y ocho en la Sino-Japonesa (Miranda, 1924;Travassos, 1925, 1926, 1931; Baylis, 1929;
Caballero, 1933; Walton, 1940; Lent y Freitas,1948; Silva, 1955; Chabaud y Brygoo, 1958; Le
Van Hoa, 1962; Gomes y Motta, 1967; Barus y Coy Otero, 1969; Vicente y Santos, 1970;
Fabio,1971; Araujo, 1976; Islam et al., 1979; Wang, 1980; Baker, 1980,1981, 1985; Baker y
Vaucher,1986; Moravec y Sey,1986; Adamson y Baccam, 1988; Baker y Green, 1988; Puga y
Torres, 1997; Bursey y Goldberg, 2007; Ramallo et al., 2007, 2008; Bursey et al., 2006, 2011,
2018; Falcon-Ordaz et al., 2014; Sou et al., 2014, 2018; Sou y Nandi, 2015; Amorim et al., 2017;
Pifieiro-Gomez et al., 2017; Matos-Vieira et al., 2020; Sou y Banerjee, 2020; Chen et al., 2021).

Aplectana n.sp. 1 se diferencia del total de especies del género, en la presencia de un par de

papilas preevulvares en las hembras. Sin embargo, los ejemplares estudiados son similares a A.



chamaeleonis, A. courdurieri, A. itzocanensis, A. incerta, A. hylambatis y A. linstowi en la
presencia de una hilera de cerdas en forma de brocha ubicada en el ano y en la disposicion del
arreglo papilar ubicado sobre la abertura del ano siendo de tres pares con una impar de mayor
tamafo (3+1); no obstante, difiere de todas las anteriores por tener un gubernaculo de mayor
tamafio (0.05-0.09 vs 0.10-0.12) y un arreglo papilar postcloacal con un menor nimero de pares de
papilas (2 vs 3-6) (Cuadro 7).

Aplectana n.sp. 2 (Fig. 14)

Descripcion: Nematodos blancos; machos méas pequefios que las hembras. Es6fago largo con un
bulbo redondeado. Poro excretor anterior al bulbo esofagico. Ala lateral presente en ambos sexos.
Anillo nervioso ubicado aproximadamente a la mitad de la longitud del es6fago. Macho con 13+1
pares de papilas caudales totales. Espiculas aladas del mismo tamafio y gubernéculo.

Macho: (Basado en 20 ejemplares). Longitud total del cuerpo 4.1+0.31 (3.5-4.62); ancho en
cuerpo medio 0.18+0.01 (0.15-0.2). Largo del es6fago 0.55+0.03 (0.52-0.60). Bulbo esofagico
0.09£0.004 (0.08-0.10) de largo, 0.09+0.006 (0.08-0.10) de ancho. Distancia del poro excretor
0.49+0.03 (0.4-0.54) (Fig.15) y anillo nervioso 0.28+0.03 (0.25-0.34) a region anterior,
respectivamente. Ala lateral iniciando en el primer tercio de la region cefélica finalizando hasta
después del ano. Espiculas alada de igual tamafio 0.29+0.02 (0.25-0.32). Gubernaculo 0.12+0.01
(0.10-0.135). Hilera de cerdas cuticulares en forma de brocha en el ano (Fig. 16B). Siete pares de
papilas precloacales, tres pares y una impar de mayor tamario sobre la apertura anal (tres papilas
de lado derecho y tres del izquierdo de la papila impar), dos pares adanales y dos pares
postcloacales (7:3+1:2:2) (Fig. 16A,B) . Cola conica.

Hembra: (Basado en 32 ejemplares). Longitud total del cuerpo 4.12+1.26 (2.6-6.2); ancho
en cuerpo medio 0.24+0.03 (0.1-0.30). Largo del eséfago 0.45+0.16 (0.25-0.70). Bulbo esofégico
0.09+0.01 (0.07-0.12) de largo, 0.09+£0.012 (0.08-0.12) de ancho. Distancia del poro excretor
0.41+0.18 (0.20-0.60) y anillo nervioso 0.18+0.02 (0.15-0.23), respectivamente. Presencia de ala
lateral de forma tricuspide (Fig.17A), iniciando en el primer tercio de la region cefélica y
finalizando después del ano. Vulva post-ecuatorial, situada a 2.34+1.06 (1.3-4) del extremo
anterior. Prodelficas. Huevos numerosos de forma eliptica (Fig.17B) 0.23+0.05 (0.19-0.26) de
largo y 0.16+0.05 (0.12-0.3) de ancho. Cola cénica 1.23+4.53 (0.20-0.25) de largo.
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Hospedero: Incilius valliceps

Sitio de infeccidn: Intestino

Localidad: San Cristébal, Metztitlan (20° 38' 20" N 98° 49'44™ W)
Acalome, Metztitlan (20° 28 ' 02" N 98° 40' 18" W)

4

e

Figura 14. Micrografia de microscopio electrénico de barrido de un ejemplar hembra de Aplectana
n.sp. 2, parasita de Incilius vallicep, ejemplar completo.

Poro
excretor

= ]

Figura 15. Micrografia de microscopio electronico de barrido de un ejemplar Aplectana n.sp. 2,
donde se puede observar el poro excretor y tres labios en la region cefélica.
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Figura 16. Micrografia de microscopio electrénico de barrido de la region caudal de uno de los ejemplares machos
de Aplectana n.sp. 2 A) Disposicion del patron papilar precloacal B) Disposicién papilar anal, adanal y postcloacal.

Figura 17. Fotografia de microscopio de luz A) Corte en la regién media de uno de los ejemplares hembra de
Aplectana n.sp. 2 donde se visualiza la presencia de ala lateral de forma tricispide B) Huevo en forma eliptica no
embrionado
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Comentario taxonomico

Los ejemplares estudiados se asignaron al género Aplectana por la presencia de alas laterales,
los machos no exhiben papilas caudales rosetadas ni plectanas y las hembras son prodélficas.

Aplectana n.sp. 2 es similar a Aplectana n.sp. 1, A. brumpti, A. brygooi, A. chamaeleonis, A.
courdurieri, A. itzocanensis, A. incerta, A. hylambatis, A. leesi, A. linstowi, A. membranosa y A.
nananae en la disposicion del arreglo papilar ubicado sobre la abertura del ano siendo de tres pares
con una papila impar de mayor tamafio (3+1); sin embargo difiere de A. brumpti, A. brygooi, A.
courdurieri, A. leesi, A. membranosa y A. nananae por la presencia de una hilera de cerdas en
forma de brocha ubicada en el ano. De igual modo, se distingue de A. chamaeleonis, A.
itzocanensis, A. incerta, A. hylambatis y A. linstowi con base en el arreglo papilar de la region
adanal y postcloacal (1:4-8 vs 2:2) respectivamente, las dimensiones de las espiculas (0.13-0.28 vs
0.25-0.32) y por tener el gubernaculo de mayor tamafio (0.053-0.10 vs 0.10-0.12) que las especies
mencionadas (Cuadro 7).

Aplectana n.sp. 1 y Aplectana n.sp. 2 son similares en la disposicion del arreglo papilar
ubicadas sobre la abertura del ano, siendo tres pares y una impar de mayor tamafio (3+1), en el
arreglo de dos pares de papilas postcloacales y en la presencia de una hilera de cerdas en forma de
brocha, pero se distinguen en la forma del tipo de ala siendo simple en Aplectana n.sp. 1y tricispide
en Aplectana n.sp. 2, en el tamafio de las espiculas (0.15-0.22 vs 0.25-0.32) las cuales son de mayor

tamafio en Aplectana n.sp. 2. Ademas difieren por la ausencia de papilas preevulvares.
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Cuadro 7. Cuadro comparativo de las 66 especies que integran el género Aplectana.

Especies de Aplectana

Caracteres morfolégicos

Papilas caudales pre:

Longitud Total Espicula Gubernaculo anal:ad:post anal Referencia
Hembra Macho

Aplectana n.sp. 1 24-3.1 1.9-23 0.15-0.22 0.10-0.12 5:3+1:1: 2 Estudio actual
Aplectana n.sp. 2 2.6 -6.2 3.5-4.62 0.25-0.32 0.10-0.135 7:3+1:2:2 Estudio actual
A. acuminata (Schrank,1788)  ----- 4-48 0.295-383 0.089-0.118 Variables (numerosas) Travassos, 1931
A. adaechevarriae Ramallo, Ramallo, Bursey y
Bursey y Goldberg, 2008 3.4-5.2 2.2-35 0.25-0.31 0.1 8:0:1:6 Goldberg, 2008
A. akhrami Islam et al. 1979 3.0-3.6 1.8-34 0.15-0.18 Ausente 8:0:0:6 Islam et al. 1979
A. albae Adamson y Baccam, Adamson y Baccam
1988 2943 1.9-3.8 0.05-0.06 0.041-0.049 6-7+1:1:5 1988
A. artigasi Puga y Torres,1997 3.8-6 3-4 0.32-0.36 Ausente 14:1:1:10-14 Pugay Torres ,1997
A. brumpti Travassos, 1931 29-34 25 0.205 0.077 9:3+1:1:3 Travassos, 1931
A. brygooi Baker, 1980 2.5-3.8 1.4-3.0 0.249 0.051 5:3+1+0:3-4 Baker, 1980
A. capensis Baker, 1981 2.5-9.6 2.7-4.1 0.20-0.23 0.035-0.040 numerosas Baker, 1981

* Pre: antes del ano; Anal: sobre el ano; Ad: adanal (laterales al ano); Post: después del ano.

36



Cuadro 7. Continuacion.

Caracteres morfolégicos

Especies de Aplectana Papilas caudales pre:
Longitud Total Espicula Gubernaculo anal:ad:post anal Referencia
Hembra Macho
A. chamaeleonis Travassos, 1931 5.6-6.7 2.6-3.86 0.19-0.21 0.05-0.085 5-9:3+1:2:4 Travassos, 1931

A. chilensis Lent and Freiras,

1948 3.25-3.40 2.27-2.69 0.025 -0.032 Ausente 12:0:0:6 Lenty Freiras, 1948
A. courdurieri Chabaud y Chabaud y Brygoo,
Brygoo, 1958 6.8-12.2 45 0.36 0.05 5:3+1:1:6 1958

A. crossodactyli Baker, 1980 3.4-53 2.8-3.7 0.13-0.14 Ausente 25:1:0:5 Vicente y Santos, 1970
A. crucifer Travassos, 1925 4.2 3.5 0.33 Ausente 5:1:1:4 Travassos, 1925

A. dayaoshanensis Chen et al.,

2021 3.39-4.75 3.11-3.54 0.158- 0.208 Ausente 5-4:1+1:0:6 Chen et al., 2021
A. degraaffi Baker,1981 3.85.1 3.6-4.6 0.17-0.21 0.060-0.078 7-9:0:0:6 Baker,1981
A. delirae Fabio, 1971 3.8-4.6 4.0-4.1 - Ausente Variable Fabio, 1971

* Pre: antes del ano; Anal: sobre el ano; Ad: adanal (laterales al ano); Post: después del ano.
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Cuadro 7. Continuacion

Caracteres morfoldgicos

Especies de Aplectana Papilas caudales pre:
Longitud Total Espicula Gubernaculo anal: ad:post anal Referencia

Hembra Macho

A. dubrajpuri Sou y Nandi,

2015 1.4-15 1.1-1.2 0.14-0.16 Ausente 3:2+1:0:14 Sou y Nandi, 2015
A. duttaphryni Sou et al. 0.222-0.230y
2014 3.45-3.57 2.31-2.45 0.235-0.240 0.015-0.017 3:1:1:11 Sou et al., 2014

A. elenae Bakery
Vaucher, 1986 2.1-3.6 1.5-2.6 0.097-0.11 0.028-0.043 8:1:1:5 Baker y Vaucher, 1986

A. fujianae Bursey et al.
2011 3.3 3.1 0.3 0.068 1:0:0:6 Wang, 1980

A. haianensis Bursey et
al. 2018 6.58-9.15 5.76-7.04 0.268- 0.306 0.077-0.102 8:0:1:2 Bursey et al., 2018

A. hamatospicula Walton,
1940 3.4-4.2 2.1-3.0 0.23-0.24 0.070-0.072 4:1:0:7 Walton, 1940

A. herediaensis Bursey et
al., 2006 2.9-3.3 2.3-2.8 0.067- 0.079 0.043- 0.052 9:0:0:3 Bursey etal., 2006

* Pre: antes del ano; Anal: sobre el ano; Ad: adanal (laterales al ano); Post: después del ano.
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Cuadro 7. Continuacion.

Especies de Aplectana

Caracteres morfoldgicos

Papilas caudales pre:

Longitud Total Espicula Gubernaculo anal: ad:post anal Referencia
Hembra Macho

A. hoplobatrachusia Sou et
al. 2018 2.27-4.50 1.10-1.62 0.16-0.21 Ausente 4:0:1-2:10 Sou et al., 2018
A. hylae Wang, 1980 2.9-3.2 1.6-2.0 0.18-0.19 0.056-0.060 0:0:3 Wang, 1980
A. hylambatis Travassos,
1931 53-6 4-42 0.24-0.28 0.09-0.10 4-6:3+1:1:6 Baylis, 1927
A.incerta Baker, 1985 2.68-3.88 2.34-2.53 0.135-0.143 0.052- 0.063 7:3+1:1:6 Baker, 1985
A. itzocanensis Baker, 1985 3.50-6.92 2.55-3.70 0.172-0.203 0.067 - 0.08 7:3+1:1:6 Baker, 1985
A. krausi Bursey y Bursey y Goldberg
Goldberg 2007 2.56 -3.65 2.18-2.94 0.159 - 0.183 0.076 - 0.098 5:0:1: 5 2007
A. leesi Hristovki et al.
1975 6.7-12.2 4.4-55 0.21-0.24 0.053-0.072 4:3+1:1:3 Baker, 1980
A. linstowi Yorke et al.1926 3.6-4.5 2.5-2.9 0.17 -0.20 0.053-0.055 7-9:3+1:1:8 Baker, 1980

* Pre: antes del ano; Anal: sobre el ano; Ad: adanal (laterales al ano); Post: después del ano.

39



Cuadro 7. Continuacion.

Especies de Aplectana

Caracteres morfolégicos

Papilas caudales pre:

Longitud Total Espicula Gubernaculo anal: ad:post anal Referencia
Hembra Macho

A. lopesi Silva, 1955 10.2-11.1 3.3 0.15 0.034 18:0:3:7 Silva, 1955
A. lynae Kennedy, 1978 4.71-7.19 3.95-6.31 0.275-0.385 0.110-0.132 10:0:1:8 Kennedy, 1978
A. macintoshii Travassos,
1931 2.4-6.7 1.2-2.6 0.13-0.32 0.022-0.090 Variables Baker, 1980
A. membranosa Miranda,
1924 2-4-3.5 2.0-2.5 0.22-0.23 0.071- 0.080 5:3+1+2+4 Miranda, 1924
A. meridionales Lenty
Freiras, 1948 3.42—3.97 2.3-2.58 0.130-0.136 Ausente 7:0:2:5 Lenty Freiras, 1948
A. mexicana Caballero, 1933 2.75-3 2.5 0.2 0.056 3:0:2:3 Caballero, 1933
A. micropenis Travassos,
925 e 2.5 0.06 0.01 4:0:0:1 Travassos, 1925
A. minaensis Matos-Vieira et 0.40-0.60y Matos-Vieira et al.
al. 2020 2.7-3.98 2.25-3.38 0.41-0.60 Presente 4+1:0:2:6 2020

* Pre: antes del ano; Anal: sobre el ano; Ad: adanal (laterales al ano); Post: después del ano.
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Cuadro 7. Continuacion.

Especies de Aplectana

Caracteres morfolégicos

Papilas caudales pre:

Longitud Total Espicula Gubernaculo anal: ad:post anal Referencia
Hembra Macho

A. nananae Ramallo et al.,
2023. 2.88-3.73 2.42-3 0.06-0.07 0.04 5:3+1:2:2 Ramallo et al., 2023.
A. nebulosa Pifieiro-Gomez Pifieiro-Gémez et al.,
et al 2017 2.9-5.8 2.2-35 0.085-0.125 0.037 - 0.062 6:2+1:1:5 2017
A. nordestina Darciane et al., 0.066—-0.094 y
2017 1.55-3.33 21-29 0.071-0.103 0.037 - 0.057 4:2:1:4 Darciane et al., 2017
A. novaeguineae Bursey et
al. 2011 1.92-3.01 1.66-2.43 0.408-0.485 0.073-0.104 5:1:0:4 Bursey et al,. 2011
A. novaezelandiae Baker y
Green,1988 1.8-35 1.7-2.0 0.10-0.12 0.025-0.030 Variable Baker y Green,1988
A. papillifera Baker, 1980 59-85 4452 0.4 Ausente 10+1:0:1:8 Araujo, 1976/77
A. paraelenae Bakery
Vaucher,1986 2.4-3.6 2.1 0.22 0.053 3+1:0:2:6 Baker y Vaucher,1986
A. paucipapillosa Wang,
1980 2.8-4.2 2.4-25 0.12-0.12 0.07 3:0:0:4 Wang, 1980

* Pre: antes del ano; Anal: sobre el ano; Ad: adanal (laterales al ano); Post: después del ano.
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Cuadro 7. Continuacion.

Especies de Aplectana

Caracteres morfolégicos

Papilas caudales pre:

Longitud Total Espicula Gubernaculo anal: ad:post anal Referencia

Hembra Macho
A. pella Santos, Borges y Melo,
2023 2.3-4.3 2.3-2.9 0.10-0.11 Ausente 2:0:1:5+1 Santos et al., 2023
A. praeputialis Le Van
Hoa,1962 6.2 2.3 0.09 5:0:0:12 Le Van Hoa,1962
A. pusilla Miranda, 1924 2.6 2 0.11 0.049 0:0:0:1 Miranda, 1924
A. raillieti Travassos,1925 5.7 2.1 0.23 0.032 8:1:0:5 Travassos,1925
A. ranae Baker, 1980 3.8 2.5 0.16 0.025 6:0:2:2-3 Walton, 1931
A. rysavyi Barus et al.1969 44-53 3.4 0.72 0.11 7:0:2:4 Moravec y Sey, 1986
A. samarensis Bursey et al,
2018 3.07-4.16 2.56-3.39 0.158-0.220 0.049- 0.067 4:0:1:4 Bursey et al, 2018
A. sriniketanensis Sue and
Banerjee,2020 5.01-5.10 1.45-1.52 0.18-0.20 Ausente 5:0:2:13 Sue y Banerjee, 2020

* Pre: antes del ano; Anal: sobre el ano; Ad: adanal (laterales al ano); Post: después del ano.
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Cuadro 7. Continuacion.

Especies de Aplectana

Caracteres morfolégicos

Papilas caudales pre:

Longitud Total Espicula Gubernaculo anal: ad:post anal Referencia

Hembra Macho
A. tarija Ramallo, Bursey y
Goldberg, 2007 4.7-5.8 3.11 0.12 Ausente 1:0:0:3+1 Ramallo et al., 2007
A. travassosi Baker, 1980 2.9-31 2.8-3.2 0.23-0.32 0.070 -0.080 5:1-2+1:4 Gomes y Motta, 1967
A. tucumanensis Ramallo et
al. 2008 3.0-45 2.1-3.0 0.1 0.04 9:0:1:6 Ramallo et al. 2008
A. uaehi Falcon-Ordaz et al, Falcon-Ordaz et al,
2014 10.5-30 8.9-24.4 0.32-0.52 0.12 -0.15 2:0:2:6 2014
A. vellardi Travassos, 1926 3.8-4.9 3.4-37 0.19-0.21 0.012 9:0:0:9 Travassos, 1926
A. vercammeni Le Van Hoa,
1962 8 2.3 0.24 -0.25 Ausente 8:0:0:12 Le Van Hoa, 1962
A. xishuangbannaensis Chen
etal., 2021 3.54-3.86 2.32-2.72 0.139-0.178 Ausente 6:1:3:4 Chen et al., 2021

* Pre: antes del ano; Anal: sobre el ano; Ad: adanal (laterales al ano); Post: después del ano.
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Cuadro 7. Continuacion.

Caracteres morfologicos

Especies de Aplectana Papilas caudales pre:

Longitud Total Espicula Gubernaculo anal: ad:post anal

Hembra Macho

Referencia

A. zweifeli Moravec y Sey,
1986 2.2-3.6 1.7-2.2 0.45 0.096-0.10 7-9:1+1:0:9

Moravec y Sey, 1986

* Pre: antes del ano; Anal: sobre el ano; Ad: adanal (laterales al ano); Post: después del ano.
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Cosmocercoides Wilkie, 1930
Cosmocercoides sp. (Fig. 18A)

Descripcion: basado en un macho y una hembra. Cuerpo fusiforme, de tamafio pequefio y robusto.
Macho maés pequefio que la hembra. Poro excretor anterior al bulbo esofagico. Ala lateral presente
en ambos sexos. Hembras con la vulva ubicada preecuatorialmente. Machos con papilas rosetadas
en la region caudal.

Macho: Longitud total del cuerpo 2.75; ancho en mitad del cuerpo 0.3. Largo del es6fago
0.44. Bulbo esofagico 0.1 de largo y 0.1 de ancho. Distancia del poro excretor y anillo nervioso a
region anterior 0.33 y 0.14, respectivamente. Presencia de ala desde el primer tercio de la regién
cefalica hasta el ano. Espiculas del mismo tamafio 0.175 (Fig. 18C). Gubernaculo 0.2. Disposicién
de las papilas en region caudal: 13 pares preanales (los primero ocho pares se encuentran separados
con las siguientes distancias: del 1-2 par (0.125), 2-3 (0.09), 3-4 (0.05), 4-5 (0.045), 5-6 (0.035),
6-7 (0.03) y 7-8 (0.02) y tres pares postcloacales (13:0:3). Cada roseta se compone de 14
prominencias alrededor de una papila central (Fig. 18B,C). Cola corta, 0.08.

Hembra: Longitud total del cuerpo 3.75; ancho en la mitad del cuerpo 0.28. Largo del
es6fago 0.35. Bulbo esofagico 0.1 de largo y 0.08 de ancho. Poro excretor a region anterior 0.26.
Anillo nervioso no observado. Presencia de ala lateral iniciando en el primer tercio de la regién
cefalica hasta el ano. Vulva preecuatorial a 0.9 del extremo anterior. Anfidélfica. Huevos
numerosos de, 0.1 de largo por 0.07 de ancho. Cola corta, 0.1.

Hospedero: Incilius sp.
Sitio de infeccion: Intestino
Localidad: Rio Blanco, Huehuetla (20° 24'42™"N 98° 05' 09"'W)
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Figura 18. Macho de Cosmocercoides sp. A) Vista completa B) Papila rosetada C) Region caudal
mostrando la apertura anal y una espicula.

Comentarios taxondmicos

Los ejemplares identificados como Cosmocercoides sp. fueron asignados a dicho género por
la presencia de papilas rosetadas en la region caudal y ausencia de plectanas, hembras con
numerosos huevos y utero anfidélfico.

El género Cosmocercoides esta integrado aproximadamente por 29 especies; se distribuyen
a lo largo de cinco regiones biogeograficas con 3 en la Neartica, 5 en la Neotropical, 9 en la
Oriental, 2 en la Paleartica y 10 en la Sino-Japonesa (Bursey et al., 2015; Tran et al., 2015; Chen
et al., 2018 ; Liu et al., 2019; Draghi et al., 2020; Ferreira-Dos Anjos et al., 2021; Rabelo et al.,
2023). Suelen parasitar anfibios y reptiles pero ocasionalmente se detectan en caracoles terrestres
y babosas (Vanderburgh y Anderson, 1986).

Cosmocercoides sp. es similar a C. bufonis, C. kiliwai, C. malayensis, C. multipapillata, C.
nainitalensis, C. pulcher, C. gingtianensis, C. rickae, C. tibetanum, C. tonkinensis, C. tridensy C.
variabilis en el rango del arreglo de las papilas precloacales (13 vs 13-22), no obstante, difieren de

46



las especies anteriores en la disposicion de las papilas adanales, estando ausente en nuestros
ejemplaresy con 1-2 pares en todas las anteriores, ademas de eso presenta un gubernéaculo de mayor
tamanio (0.20 vs 0.03-0.18)(Cuadro 8). Cosmocercoides sp. es un nuevo registro del hospedero y

localidad, asi como una posible nueva especie, sin embargo falta material para poder confirmar lo

anterior.
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Cuadro 8. Cuadro comparativo de las 29 especies que integran el género Cosmocercoides.

Especies de
Cosmocercoides

Caracteres morfoldgicos

Papilas rosetadas

Longitud Total Espicula Gubernaculo Pre:Ad:Post anal Ala lateral Referencia
Hembra Macho
Cosmocercoides sp. 3.75 2.75 0.175 0.2 13:0:3 Presente Presente estudio
C. amapari Rabelo et
al., 2023 8.3-10.4 2.3-2.8 0.114- 0.126 Ausente 9-10:0:0 Presente Rabelo et al., 2023.
C. barodensis Rao, De: 0.24 1z:
1979 - 2.1 0.23 0.06 8:0:2 Presente Rao, 1979.
C. bufonis Karve, 1943 4.6-4.92 5.15-6.3 0.19-0.26 0.12-0.14 9-13:1:3 Presente Karve, 1943.
C. dukae (Holl, 1928)
Travassos, 1931. - 2.6 0.29 0. 102 11:0:1 - Holl, 1928.
C. himalayanus Rizviy
Bursey, 2014 6.43-7.70 4.56-6.77 0.242-0.260 0.142-0.158 12:1:2 Presente Rizvi y Bursey, 2014.
C. karnatakaensis
Rizvi, 20009. 2.3-3.2 1.2-16 0.245-0.265 0.031-0.042 8:5:12 Ausente Rizvi, 2009.

* Pre: antes del ano; Ad: adanal (laterales al ano); Post: después del ano.
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Cuadro 8. Continuacion.

Especies de
Cosmocercoides

Caracteres morfologicos

Papilas rosetadas

Longitud Total Espicula Gubernaculo Pre:Ad:Post anal Ala lateral Referencia
Hembra Macho
C. kiliwai Martinez-
Salazar et al., 2013, 3.87-5.71 3.05-4.81 0.36 - 0.43 0.13-0.15 16-20:2:1 Presente Martinez-Salazar et al., 2013.
C. kumaoni Arya, 1991. - 2.0-3.0 De: 0.1 12:0.16 Ausente 12:1:5 Presente Arya, 1991.
C. latrans Draghi, Drago Presente
y Lunaschi, 2020. 2.63-4.59 1.48-2.68 0.095 - 0.154 Ausente 3-4:0:0 Draghi et al., 2020.
C. lanceolaltu Rao, 1979. - 1.4 0.21 0.076 5:1:1 Presente Rao, 1979.
C. lilloi Ramallo, Bursey Ausente
y Goldberg, 2007. 5.23-6.40 2.02 0.1 Ausente 1:0:4 Ramallo et al., 2007.
C. malayensis Bursey,
Goldberg y Grismer,
2015. 4.22-5.20 3.14-3.84  0.146-0.159  0.079 - 0.104 13:1:3 Presente Bursey et al., 2015.
C. microhylae (Wang,
Zhao y Chen, 1978)
Baker, 1987. - 2.2 0.14 Ausente 10:0:0 Presente Wang et al., 1978.

* Pre: antes del ano; Ad: adanal (laterales al ano); Post: después del ano.
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Cuadro 8. Continuacion.

Especies de
Cosmocercoides

Caracteres morfologicos

Papilas rosetadas

Longitud Total Espicula Gubernéculo Pre:Ad:Post anal Ala lateral Referencia
Hembra Macho

C. multipapillata Khera,
1958. - 5.8-6.4 0.20-0.24 0.13-0.14 11-14:1:4 Presente Khera, 1958.
C. nainitalensis Arya, De: 0.13 Iz: Presente
1979. - 4.9-55 0.151 0.1-0.12 13-16:1:6 Arya, 1979.
C. oligodentis Wang et
al.,1981. - 2.6 0.112 0.045 8:0:0 Presente Wang et al.,1981
C. pulcher Wilkie, 1930. - 6.9 0.247 0.143 14-15: 2:1 Ausente Wilkie, 1930.
C. gingtianensis Chen et
al., 2018. 8.20-10.8 6.30-8.00 0.272-0.340 0.126-0.175 12-14:0:1 Presente Chen et al., 2018.
C. ranae Wang et al.,
1981. - 24 0.192 0.105 10:0:0 Presente Wang et al., 1981.
C. rickae Ogden,1966. 3.56 - 4.94 3.07 0.168 0.121 14:1:3 Presente Ogden,1966.

* Pre: antes del ano; Ad: adanal (laterales al ano); Post: después del ano.
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Cuadro 8. Continuacion.

Especies de
Cosmocercoides

Caracteres morfologicos

Papilas rosetadas

Longitud Total Espicula Gubernaculo Pre:Ad:Post anal Ala lateral Referencia
Hembra Macho
C. sauria Avila,
Strussmann y da Silva,
2010. 4.7-6 1.3 0.103 0.096 4:0:0 Presente Avila et al., 2010.
C. skrjabini (Ivanitsky,
1940) Skrjabiny
Shikhobalova, 1951. - - 0.212 0.21 8:0:0 Presente Ivanitsky, 1940.
C. speleomantis - 1.8-2.3 - 0.081 - 0.088 4:0:0 Presente Ricci, 1987
C. tibetanum (Baylis,
1927) Baker, 1980. - 45-5.0 0.58 0.188 22:0:1 Ausente Baylis, 1927.
C. tonkinensis Tran, Sato
y Van Luc, 2015. 5.28-5.50 42-51 0.222-0.256 0.113-0.122 12-13:1:3 Presente Tran et al., 2015.
. A Presente
C. tridens Wilkie,1930. 4.01- 6.42 2.7-4.9 0.27-0.53 0.096 — 0. 146 11-15:0:3 Hasegawa, 1989.

* Pre: antes del ano; Ad: adanal (laterales al ano); Post: después del ano.
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Cuadro 8. Continuacion.

Caracteres morfologicos

Especies de .
Cosmocercoides . . , Papilas rosetadas .
Longitud Total Espicula Gubernaculo Pre:Ad:Post anal Ala lateral Referencia
Hembra Macho

C. variabilis (Harwood,

1930) Travassos, 1931. - 2.2-5.0 0.25-0.42 0.11-0.16 12-18:0: 1:3 Presente Harwood, 1930.
C. wuyiensis Liu et De: 0.15-0.16

al.,2019. 3.34-4.37 1.94-322 lz: 0.18-0.20 0.054 - 0.10 9-12:0:1:3 Presente Liu et al.,2019.

* Pre: antes del ano; Ad: adanal (laterales al ano); Post: después del ano.
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Cosmocercidae gen. sp. 1 (Fig. 19)

Descripcion: Nematodos blancos, pequefios y robustos. Boca con tres labios; labio dorsal con
dos papilas, cada labio ventrolateral con una papila 'y un gran anfidio (Fig. 20A). Poro excretor
a nivel o ligeramente anterior al bulbo esoféagico. Presencia de ala lateral iniciando en el primer
tercio del es6fago hasta el ano. Prodélfas, vulva localizada ecuatorialmente o ligeramente post-
ecuatorial. Huevos ovalados y en varios estados del desarrollo. Cola conica en su inicio,
estrechandose formando un filamento.

Hembras: (38 ejemplares). Longitud total del cuerpo 2.49+0.40 (1.1-3.25); ancho en
cuerpo medio 0.17+0.02 (0.12-0.20). Largo del eso6fago 0.30+£0.03 (0.23-0.38), en algunos
organismos se encontraba retraido (Fig.20B). Bulbo esofagico 0.07+0.01 (0.06-0.10) de largo,
0.08+0.01 (0.06-0.10) de ancho. Poro excretor y anillo nervioso (dificil de observar) 0.23+0.03
(0.20-0.30) y 0.1440.01 (0.12-0.17) a region anterior, respectivamente. Presencia de ala lateral
de forma simple, iniciando en primer tercio de la region cefélica hasta el ano (Fig. 21). Vulva
post-ecuatorial, situada 1.29+0.24 (0.90-1.84) de la region anterior (Fig. 20C). Prodélfica.
Huevos en varios estados de desarrollo, 0.19+0.01 (0.16-0.22) de largo y 0.12+0.01 (0.1-0.15)
de ancho. Cola conica al comienzo y continta estrechandose hasta formar un filamento (Fig.
20D).

Hospedero: Incilius sp., I. occidentales e I. valliceps

Sitio de infeccion: Intestino

Localidad: San Juan Amajac, Eloxochitlan (20° 43' 04" N 98° 57' 00" W)
Acalome, Metztitlan (20° 28 ' 02" N 98° 40' 18" W)
San Cristdbal, Metztitlan (20° 38' 20" N 98° 49'44" W)
Santa Monica, Metztitlan (20° 27' 37" N98° 40'17 " W)
Metztitlan, Metztitlan (20° 28 ' 02" N 98° 40' 18" W)
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’ ’ ' ' . ’
SU1510 10.0kV 15.0mm x70 SE 500um

Figura 19. Micrografia de microscopio electrénico de barrido de un ejemplar hembra de Cosmocercidae
gensp.1

Poro excretor

SU1510 10.0kV 14.6mm x700 SE 50.0um

SU1510 10.0kV 14.6mm x600 SE 50.0um

Figura 20. Micrografia de microscopio electronico de barrido de la region cefalica de Cosmocercidae gen
sp. 1 prevista con tres labios y la region caudal. A) Region cefélica (A=anfidios, PC=papilas cefalicas,
PS=papilas somaticas) B) Vista lateral del esdfago retraido y poro excretor C) Vulva D) Cola en forma
de filamento.
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Figura 21. Corte en la region media de uno de los ejemplares hembra de Cosmocercidae gen sp. 1 donde
se visualiza la presencia de ala lateral de forma simple.

Cosmocercidae gen. sp. 2 (Fig. 22)

Descripcion: Nematodos blancos, pequerios y robustos. Poro excretor anterior al bulbo esofagico.
Presencia de ala lateral iniciando en el primer tercio de la region cefalica y finalizando al nivel del
ano; en un corte a nivel medio del cuerpo se observa el ala con una forma simple y de tamafio
pequefio. Anfidélfica, vulva ecuatorial o ligeramente post-ecuatorial. Pocos huevos, no
embrionados, de forma ovalada. Cola larga en forma de filamento

Hembra: (20 ejemplares). Longitud total de 2.74+0.16 (2.4-3) y un ancho maximo de
0.15+0.01 (0.15-0.20). Presencia de ala lateral de forma simple iniciando en primer tercio de la
region cefalica hasta el ano (Fig.22B). El es6fago mide en total 0.33+0.012 (0.3-0.35) de longitud,;
se puede observar en algunos ejemplares retraido o extendido. Bulbo esofagico 0.07+£0.01 (0.07)
de largo, 0.088+0.01 (0.08-0.1) de ancho. Poro excretor y anillo nervioso a la region anterior
0.26+0.013 (0.25-0.29) y 0.17+0.021 (0.15-0.20), respectivamente. Vulva ecuatorial o ligeramente
post-ecuatorial, situada a 1.43+0.08 (1.3-1.58) de la region anterior (Fig.22A). Anfidélficas. De 4
a 11 huevos, no embrionados, de forma ovalada, 0.19+0.016 (0.16-0.22) de largo y 0.14+0.028
(0.12-0.16) de ancho. Cola larga en forma de filamento.
Hospedero: I. valliceps
Sitio de infeccion: Intestino
Localidad: Acalome, Metztitlan (20° 24'42"N 98° 05' 09"'W)



200 pm

Figura 22. Hembra de Cosmocercidae gen sp. 2 A) Abertura de la vulva se encuentra a la mitad de los
ejemplares o un poco més abajo B) Corte en la region media donde se visualiza la presencia de ala lateral
de forma simple

Cosmocercidae gen sp. 3 (Fig. 23)

Descripcion: Nematodos pequefios y robustos. Poro excretor anterior al bulbo esofagico. Presencia
de ala lateral iniciando en el primer tercio de la region cefalica y finalizando al nivel del ano, en un
corte a nivel medio del cuerpo se observa el ala con una forma simple y de tamafio pequefio.
Anfidélfica, vulva preecuatorial. Huevos numerosos, no embrionados de forma ovalada. Cola larga
y afilada (Fig 22).

Hembras: (Dos ejemplares). Nematodos fusiformes, pequefios y robustos con una longitud
total de 4.13+0.01 (4.12-4.15) y un ancho méximo de 0.33+0.04 (0.3-0.37). Presenciade ala lateral
de forma simple iniciando en primer tercio de la region cefalica hasta el ano (Fig. 23A). El eséfago
largo mide en total 0.49+0.007 (0.49-0.50) de longitud. Bulbo esofagico 0.1 de largo y 0.1 de
ancho. Distancia del poro excretor y anillo nervioso a la region anterior 0.32+0.03 (0.3-0.35) y
0.22+0.03 (0.2-0.25), respectivamente. Vulva preecuatorial, situada 1.72+0.04 (1.69-1.75) al
extremo anterior. Anfidélficas. Huevos numerosos, no embrionados, de forma ovalada de
0.10+0.01 (0.1-0.11) de largo y 0.08+0.007 (0.075-0.085) de ancho. Cola larga y afinada.
Hospedero: Incilius sp.
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Sitio de infeccidn: Intestino
Localidad: Rio Blanco, Huehuetla (20° 24'42"N 98° 05' 09"W)

200 pum

Figura 23. Hembra de Cosmocercidae gen sp. 3 A) Corte en la region media donde se visualiza la
presencia de ala lateral de forma simple.



Cosmocercidae gen. sp. 4 (Fig. 24)

Descripcion: Nematodos blancos, pequefios y robustos. Poro excretor anterior al bulbo esofagico.
Presencia de ala lateral iniciando en el primer tercio de la region cefélica y finalizando ligeramente
posterior al ano, en un corte a nivel medio del cuerpo se observa el ala con una forma simple.
Prodélfas, vulva ligeramente preecuatorial o ecuatorial. Huevos ovalados. Cola larga y afinada.
Hembras: (20 ejemplares). Nematodos fusiformes, con una longitud total de 3.07+£0.55 (2.6-
5) y un ancho en cuerpo medio 0.20£0.03 (0.15-0.30). Largo del eséfago 0.3+0.02 (0.28-0.4), en
algunos organismos la region cefalica se encontraba retraida. Bulbo esofagico 0.07+0.012 (0.06-
0.10) de largo y 0.08+0.007 (0.08-0.10) de ancho. Distancia del poro excretor y el anillo nervioso
a la region anterior es de 0.22+0.042 (0.16-0.33) y 0.15+0.03 (0.12-0.20) respectivamente.
Presencia de ala lateral de forma simple, iniciando en primer tercio de la region cefélica, para
finalizar ligeramente posterior al ano (Fig. 24A). Vulva ligeramente preecuatorial o ecuatorial,
situada a 1.56+0.30 (1.20-2.35) de la regién anterior. Prodélfiicas. Huevos embrionados 0.15+0.04
(0.08-0.24) de largo y 0.10£0.03 (0.05-0.16) de ancho. Cola larga y afinada.
Hospedero: Incilius sp.
Sitio de infeccion: Intestino
Localidad: Rio Blanco, Huehuetla (20° 24'42"N 98° 05' 09"W)

200 um

Figura 24. Hembra de Cosmocercidae gen sp. 4 A) Corte en la region media donde se observa la
presencia de ala lateral de forma simple.
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Cosmocercidae gen. sp. 5 (Fig. 25)
Descripcion: Nematodos blancos y robustos. Poro excretor anterior al bulbo esofagico. Presencia
de ala lateral, ventral y dorsal, en un corte a nivel medio del cuerpo se observa el ala con una forma
simple. Vulva ligeramente preecuatorial o ecuatorial. Huevos ovalados. Cola larga y en forma de
filamento .

Hembras: (Dos ejemplares). Nematodos fusiformes, con una longitud total de 3.83+£0.22
(3.6-4), ancho en cuerpo medio de 0.27+0.03 (0.25-0.3). Largo del es6fago de 0.51+0.04 (0.48-
0.55). Bulbo esofagico de 0.11+0.01 (0.1-0.12) de largo y 0.1+0.007 (0.1-0.11) de ancho. Poro
excretor a 0.36 + 0.12 (0.28-0.45) de la regidn anterior. Anillo nervioso no observado. Presencia
de ala lateral, ventral y dorsal, de forma simple, no se observo inicio y ni su final (Fig.25A). Vulva
ligeramente preecuatorial o ecuatorial, situada a 1.78+0.02 (1.77-1.8) de la region anterior.
Aproximadamente 41-45 huevos de forma ovalada de 0.11+0.003 (0.11) de largo 0.085+0.007
(0.08-0.09) de ancho. Disposicion de las ramas uterinas no observada. Cola en forma de filamento
Hospedero: Incilius sp.

Sitio de infeccion: Intestino
Localidad: Rio Blanco, Huehuetla (20° 24'42"N 98° 05' 09"W)

Figura 25. Hembra de Cosmocercidae gen sp. 5 A) Corte en la region media donde se observa la presencia
de ala lateral, dorsal y ventral de forma simple
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Comentarios Taxondmicos

Los ejemplares recolectados se asignaron a la familia Cosmocercidae por la morfologia de
laregion cefalica, provista de tres labios. El esdfago se divide en tres regiones, una faringe pequefia,
corpus esofagico y bulbo (Chabaud, 1974). La familia estd integrada por tres subfamilias:
Austraplectaninae, Cosmocercinae y Maxvachoniinae (Hodda, 2022). Los ejemplares recolectados
se asignaron a Cosmocercinae, por la ubicacion de la vulva posterior al es6fago, asi como la
ausencia de filamentos en los huevos. Los ejemplares se diferencian de la subfamilia
Maxvachoniinae por la posicién de la vulva (al nivel del eséfago o posterior a éste); por otro lado,
la subfamilia Austraplectaninae es la menos estudiada agrupando un género con dos especies que
parasitan anfibios australianos; los machos presentan en su region caudal papilas pedunculares y
hembras con uUteros opistodélfos mientras que los organismos de este estudio, los presentan
prodélficos y anfidélficos (Chabaud, 1974; Hodda, 2022; Ni, Barton y Li, 2023).

La subfamilia Cosmocercinae esta integrada por 22 géneros y 228 especies: Aplectana
Railliet & Henry,1916 (65 especies), Blanusia Zapatero, Castano, Fernandez, Lopez, Martinez &
Martin Rueda, 1991 (1), Cosmocerca Diesing, 1861 (43), Cosmocercella Steiner, 1924 (10),
Cosmocercoides Wilkie, 1930 (34), Dentinema Moravec, Chara & Shinn, 2004 (1), lbrahimia
Khalil, 1932 (1), Maracaya Diaz-Ungria, 1964 (5), Nemhelix Morand & Petter, 1986 (3),
Neocosmocercella Baker & Vaucher, 1983 (5), Neoprotozoophaga Biswas & Chakravarty, 1963
(2), Neosomatiana Anwar-ul-Islam, Farooq & Khanum, 1979 (1), Neoxysomatium Ballesteros-
Marquez, 1945 (7), Oxysomatium Railliet & Henry, 1916 (15), Palaeocosmocerca Poinar, 2011
(2), Paradollfusnema Baker, 1982 (1), Paraleptonema Wang, 1980 (1), Paraplesiohedruris
Bursey, Goldberg & Kraus, 2012 (2 ), Parasomatium Anwar ul-Islam, Farooq & Khanum, 1979
(1), Pseudaplectana Yamaguti, 1961 (1), Raillietnema Travassos, 1927 (18) y Schrankiana Strand,
1942 (9) (Hodda, 2022).

En México se han registrado cinco géneros que infectan anuros: Aplectana, Cosmocerca,
Cosmocercoides, Cosmocercella y Raillietnema (Paredes-Ledn et al., 2008). La identificacion a
nivel especie para los miembros de dicha familia se basa generalmente en la morfologia de la region
caudal del macho (Baker, 1987; Martinez y Maggenti, 1989; Bursey et al. 2011). Debido a que
entre los ejemplares de este estudio solo se recolectaron hembras (Cuadro 10) y considerando

algunas caracteristicas morfoldgicas (direccion del Gtero, nimero y tamafio de huevos),
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Cosmocercidae gen sp. 1 y 4 podrian pertenecer a Aplectana o Cosmocerca, Cosmocercidae gen
sp. 2 a Cosmocercella o Raillietnema, Cosmocercidae gen sp. 3 a Cosmocercoides y en caso de
Cosmocercidae gen sp. 5, no fue posible llegar a ninguna deduccion dado que no se observaron

todas sus caracteristicas (Cuadro 9).

Cuadro 9. Cuadro comparativo de los caracteres morfologicos de los géneros de Cosmocercidae reportados en anuros
de México.

Géneros

Caracteres . -
y Aplectana Cosmocerca Cosmocercoides Cosmocercella Railliethema

estados de caracter

Direccioén de atero
e Prodélfico
e Anfidélfico Prodélfico Prodélfico Anfidélfico Anfidélfico Anfidélfico
e Opistodélfico

No. de huevos >25 >25 >25 <10 <10
o >25
e <10
Tamanio de los huevos <100 pm <100 pm <100 pm >100 pm >100 um
e >100 pum
e <100 um
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Cuadro 10. Caracteres morfoldgicos de los ejemplares hembra de la familia Cosmocercidae que parasitan el género Incilius en tres localidades del

estado de Hidalgo.

Caracteres morfolégicos

Nematodos - . - - - —
Longitud total Ubicacion de Ala Tamafio de  Numero de Direccion de Forma de la
huevos (mm) huevos ateros cola
(mm) la vulva
Aplectana sp. 1 24-3.1 Postecuatorial Presente 0.14 x 0.09 7Tad4 Prodélfica Conica
Aplectana sp. 2 2.6-6.2 Postecuatorial Presente 0.23x 016 Numerosos Prodélfica Conica
Cosmocercoides sp. 3.75 Preecuatorial Presente 0.1x0.07 Numerosos Anfidélfica Filamento
Cosmocercidae gen. sp. 1 1.1-3.25 Postecuatorial Presente 0.22x0.15 Numerosos Prodélfica Filamento
Cosmocercidae gen. sp. 2 24-3 Ecuatorial Presente 0.19x0.14 4-11 Anfidélfica Filamento
Cosmocercidae gen. sp. 3 4.15 Preecuatorial Presente 0.1x0.07 Numerosos Anfidélfica Filamento
Cosmocercidae gen. sp. 4 26-5 Ecuatorial Presente 0.15x0.1 20 -30 Prodélfica Filamento
Cosmocercidae gen. sp. 5 3.6-4 Postecuatorial Presente 0.11x0.08 41-45 No observado Filamento
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Rhabditida Railliet, 1915
Rhabdiasidae Railliet, 1916
Rhabdias Stiles y Hassall, 1905
Rhabdias sp. (Fig. 26)

Descripcion: Nematodo robusto. Ancho méximo del cuerpo a media longitud. Cépsula bucal
pequefia. Anillo nervioso en la parte media del eso6fago. Intestino recto de color marrén y negro,
este ultimo en la parte posterior. Vulva situada antes de la mitad del cuerpo. EIl Utero se encuentra
lleno de huevos con forma ovalada. Cola corta de forma cénica.

Hembra: (Un ejemplar). Longitud total de 9.75 y 0.38 de ancho medio. En la regidn anterior
se encuentra la capsula bucal. El es6fago tiene una longitud de 0.34. Poro excretor no observado.
Anillo nervioso en la parte media del es6fago a 0.17 a region anterior. El intestino es recto y
presenta una coloracion oscura caracteristica. Vulva preecuatorial a 4.5 del extremo anterior. El
utero se encuentra lleno de huevos con forma ovalada de 0.17 de largo y 0.09 de ancho. Cola corta
de forma cénica con punta afilada.

Hospedero: Incilius sp.
Sitio de infeccion: Pulmones
Localidad: Rio Blanco, Huehuetla (20° 24'42"N 98° 05' 09"'W)

Figura 26. Ejemplar hembra de Rhabdias sp.
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Comentario taxonémico

La familia Rhabdiasidae se encuentra integrada por siete géneros de distribucién cosmopolita
(Rhabdias, Pneumonema, Acanthorhabdias, Entomelas, Kurilonema, Neoentomelas, Chabirenia y
Serpentirhabdias) siendo parésitos pulmonares de anfibios y reptiles (Baker, 1978; Martinez-
Salazar, 2008). El género Rhabdias fue propuesto por Stiles & Hassal (1905) e incluye actualmente
alrededor de 82 especies (Hodda, 2022), 17 de las cuales se han registrado en region neartica y
neotropical (Kuzmin et al., 2016) y 10 en México (Leon-Régagnon et al., 2005; Martinez-Salazar
y Ledn-Reégagnon, 2007; Paredes-Ledn, 2008; Martinez-Salazar et al., 2013).

La identificacion entre las especies de este género es compleja, por la ausencia de machos,
ademas de la similitud morfoldgica entre especies, el escaso conocimiento sobre su especificidad
hospedatoria y su distribucion geografica (Kuzmin et al., 2003). Sin embargo, existen caracteres
que son ampliamente usados como la forma y disposicion de los labios o pseudolabios, la forma
del eséfago, la presencia o ausencia de corpus esofagico inflado, posicion del anillo nervioso, o la
posicién de la vulva, la forma de la cola o la region anterior del cuerpo y cobertura cuticular a lo
largo del cuerpo (Martinez Salazar, 2008). El ejemplar revisado en este estudio se incluyo en el
género Rhabdias debido a la forma del es6fago, la capsula bucal y el intestino recto.

En Incilius se han reportado tres especies de dicho género: R. americanus, R. fuelleborni y
R. kuzmini. Rhabdias sp. es similar a R. americanus, R. fuelleborni y R. kuzmini al presentar una
cola de forma cdnica, sin embargo difiere de todas los anteriores en la longitud total ya que el
ejemplar de este estudio es mas pequefio (9.75 vs 10-19.19), en la longitud del es6fago que es
menor (0.34 vs 0.43-0.87) y en la ubicacion de la vulva que es preecuatorial y es ecuatorial en los
otros (Kuzmin, 2013). Este es un nuevo registro para el hospedero y para el estado. Sin embargo,

al contar solo con un ejemplar no se puede identificar a nivel especie.
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Onchocercidae Leiper, 1911

Ochoterenella Caballero, 1944
Ochoterenella sp. (Fig. 27)
Descripcion: Nematodos blancos, filiformes. Boca con dos papilas cefalicas (Fig. 28). Las
hembras son de mayor tamafio que los machos. El cuerpo en ambos sexos se atenda gradualmente
en las extremidades, la region mas ancha del cuerpo se localiza en la unién esofago-intestino.
Presencia de estructuras cuticulares en forma bacilar distribuidas en bandas transversales a lo largo
del ejemplar. El es6fago esta dividido en una region muscular anterior y una glandular posterior de
mayor tamafio. En las hembras la vulva esta ubicada antes de la union eséfago-intestino, sin
protruir.

Machos: (un ejemplar y dos pedazos). Cuerpo filiforme con una longitud total 27-34;
anchura a la nivel medio del cuerpo 0.24-0.36; ancho a nivel del anillo nervioso 0.10-0.15; ancho
a nivel de la union del es6fago muscular-glandular 0.10-0.18. Longitud total del eséfago (muscular
+ glandular) 1.44-1.66. Distancia del anillo nervioso al extremo anterior 0.2-0.24. Papilas caudales
sésiles y mamiliformes; cuatro pares. Presencia de una placa cuticularizada ubicada antes de las
papilas , dificil de observar. Espiculas cortas, la izquierda es ligeramente de mayor tamafio 0.2 +
0.07 (0.020-0.025) de largo que la derecha 0.22 + 0.03 (0.015-0.025). Las bandas cuticulares no
observadas. Protuberancias en la region posterior de forma redonda e irregularmente organizadas
(Fig. 29).

Hembras: (13 ejemplares). Cuerpo filiforme con una longitud total de 42.9 + 6.7 (33-55);
ancho al nivel de anillo nervioso 0.2 + 0.016 (0.15-0.20); ancho a nivel de la union eséfago
muscular-glandular 0.22 + 0.020 (0.15-0.21); ancho a nivel de la unién es6fago-intestino 0.42+
0.090 (0.40-0.55); ancho a nivel medio 0.66 + 0.12 (0.4-0.7). Longitud total del es6fago (muscular
+ glandular) 1.58 + 0.21 (1.16-1.9). Anillo nervioso localizado a 0.23+ 0.03 (0.10-0.24) del
extremo anterior. Vulva ubicada antes de la unién eséfago-intestino, sin protruir y dificil de
observar, a una distancia de 1.04 + 0.16 (0.92-1.16) de la region anterior. Utero enrollado en la
porcion glandular del esofago y se extiende hasta cerca del final del cuerpo. No se observo el ano.
Las bandas cuticulares al nivel de la cola poco visibles 0.003 + 0.001 (0.0017 -0.0068) de largo,
0.0025 £ 0.005 (0.020-0.43) en la region posterior; a partir de la mitad del cuerpo hacia la region
anterior las bandas se hacen mas grandes 0.0120 + 0.001 ( 0.009-0.013) y bien desarrolladas.

Hospedero: Incilius sp. e I. valliceps
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Sitio de infeccion: Cavidad corporal
Localidad: San Juan Amajac, Eloxochitlan (20° 43' 04" N 98° 57' 00" W)
Rio Blanco, Huehuetla. (20° 24'42"N 98° 05' 09"'W)

SU1510 10.0kV 23.7mm x420 SE

Figura 27. Vista lateral de una de las hembras de Ochoterenella sp.

SU1510 10.0kV 18.2mm x3.00k SE

Figura 28. Papilas céfalicas presentes en una hembra de Ochoterenella sp.
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) _ 1510 10.0kV 22 4mm x1.00k SE . 50.0um _
Figura 29. Region caudal de uno de los macho de Ochoterenella sp. donde se observa protuberancias

pequefias e irregulares, ademas de su disposicion papilar

Comentarios Taxondémicos

La familia Onchocercidae esta integrada por 5 subfamilias, 91 géneros y 737 especies
(Hodda,2022), una de las subfamilias es Oswaldofilariinae que incluye la tribu Waltonelliniae que
abarca paréasitos de la cavidad corporal de anuros, principalmente de las familias Bufonidae,
Leptodactylidae, Racophoridae y Ranidae; esta tribu se compone por cuatro géneros: Foleyellides
Caballero, 1935, Madochotera Bain & Brunhes, 1968, Ochoterenella Caballero, 1944 y
Paramadochotera Esslinger, 1986. Los ejemplares recolectados se asignaron a tribu Waltonellinae
y al género Ochoterenella por la presencia de estructuras cuticulares en forma bacilar en hembras
y machos, la cuales estan distribuidas en bandas transversales a lo largo del cuerpo, asi como la
ubicacion de la vulva antes de la unidn del es6fago-intestino.

Existe un grado de similitud morfoldgica entre las especies de este género lo que provoca
controversia en el momento de la identificacién, por lo que las principales diferencias entre ellas
radica en el tamafo de las estructuras cuticulares y en la disposicion de la vulva (protuida o no)
(Esslinger,1986). Se tiene registro de 16 especies en este género (Hodda, 2022) de las cuales 11
parasitan anuros en la Region Neotropical y solo seis de ellas se han registrado en anuros de México
(O. caballeroi, O. chiapensis, O. digiticauda, O. figueroai, O. lamothei y O. nanolarvata,)
(Esslinger, 1986, 1987, 1988) (Cuadro 11). Cabe destacar que la mayoria de las descripciones de
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Esslinger solo toman en cuenta a las hembras (O. chiapensis, O. caballeroi, O. lamothei y O.
nanolarvata), con excepcién de O. digiticauda y O.figueroai.

Las hembras de Ochoterenella sp. son similares a O. cabelleroi, O. chiapensis, O.
digiticauda, O. figueroai, O. lamonthei y O. nanolarvata, al presentar la abertura de la vulvaa 2/3
del es6fago. Sin embargo, los ejemplares de este estudio, muestran una vulva sin protruir, lo que
difiere a O. digiticauda, O. chiapensis y O. figueroai en las cuales es visiblemente protuida.

Ochoterenella sp. difiere de O. cabelleroi, O. lamonthei y O. nanolarvata por tener un
esofago de menor tamafio (1724- 2653 vs 1160-1900) y una anchura del cuerpo mas amplio (416-
594 vs 400-700), respectivamente. Por otro lado pueden diferenciarse de los machos de O.
digiticauda y O. figueroai por tener una longitud del cuerpo de mayor tamafio (16.5-27 vs 27-34)
y unas espiculas mas grandes (tanto izquierda como derecha) (I: 167-243 vs 200-250) (D: 119-147
vs 150-250), respectivamente (Cuadro 12). Sin embargo, otras estructuras como las placas
cuticulares y las bandas transversales no pudieron ser comparadas, debido a los escasos ejemplares
(un ejemplar completo y dos pedazos), ademas del mal estado del materia, lo que fue una limitante

para describir la variacion de los ejemplares e impidio la identificacion a nivel especie.
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Cuadro 11. Cuadro comparativo de las hembras de Ochoterenella spp. que parasitan anuros en México.

Especies de Longitud total Ancho del Longitud del Vulva Posicion de la Vulva Referencia

Ochoterenella cuerpo Es6fago vulva saliente

Presente estudio 33 -55 400- 700 1160-1900 920 -1160 Esofago No Este estudio

O. digiticauda 44-57 564-673 1486-2474 1020-1782 Esofago Si Caballero, 1944.
O. caballeroi 44 — 49 416 — 436 1832 -1931 1104 — 1406 Eso6fago No Esslinger, 1987.
O.nanolarvata 38.8-47.9 485-594 1724-2316 1197-1960 Eso6fago No Esslinger, 1987.

O. chiapensis 37.7-57.6 376-624 1753-2624 881-2099 Eso6fago Si Esslinger, 1988.

O. figueroai 58-71 564-702 2811-3980 1683-2574 Esofago Si Esslinger, 1988.

O. lamothei 47-57 446-594 2149-2653 1554-2277 Esofago No Esslinger, 1988.

Cuadro 12. Cuadro comparativo de los machos de Ochoterenella spp. que parasitan anuros en México.

Espicula Papilas caudales
Especies de Longitud total Ancho del Longitud del Referencias
cuer ‘ D | Pre Post
po es6fago
Ochoterenella
Presente estudio 27-34 240 — 360 1440 — 1660 150-250 200 -250 1 1+1+1 Este estudio
O. digiticauda 16.5-24.1 267 — 366 1287 — 1832 119-146 167-240 1 1+1+1 Esslinger, 1986.
O. figueroai 22-27 276 — 376 1796 — 2604 120-147 178-243 1 1+1+1 Esslinger, 1988.
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7.2 Caracterizacion de la infeccién

El nimero de individuos recolectados para los diferentes taxones corresponde en primer
lugar a Cosmocercidae gen. sp. 1, seguido de Aplectana n.sp. 2, Ochoterenella sp., Cosmocercidae
gen sp. 4, Aplectana n.sp. 1, Cosmocercidae gen sp. 2, 3, 5, Cosmocercoides sp. y Rhabdias sp.

En los municipios muestreados, la prevalencia (40%), la abundancia (49.7) e la intensidad
(124.25) mas altas fueron encontradas en Metztitlan por Cosmocercidae gen sp. 1. En Huehuetla,
la prevalencia més alta fue de 14.28% para los taxones Cosmocercoides sp., Cosmocercidae gen
sp. 2, 3, 4, 5, Rhabdias sp. y Ochoterenella sp., mientras que la abundancia mayor fue de 7.14 y la
intensidad 105 para Cosmocercidae gen sp. 4. Rhabdias sp. presentd la abundancia e intensidad
mas baja de los tres municipios con 0.14y 1, respectivamente. En Eloxochitlan, la prevalencia mas
alta (33.33%) fue presentada por 2 especies: Ochoterenella sp. y Cosmocercidae gen sp. 1; asi
mismo este Ultimo taxon presento la abundancia (17.33) e intensidad (52) mayor.

En general, la prevalencia (25%), la abundancia (27.45) y la intensidad (109.8) maés altas
fue fueron para Cosmocercidae gen sp. 1; por el contrario, la prevalencia mas baja se registré en
varios taxones Aplectana n.sp. 1, Cosmocercoides sp. Comoscercidae gen sp. 3,4,5 y Rhabdias sp.
(5%). La abundancia e intensidad menor fue para Rhabdias sp. con 0.05 y 1 respectivamente
(Cuadro 13).
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Cuadro 13. Caracterizacion de la infeccion de los nematodos registrados en el género Incilius en tres localidades del estado de Hidalgo.

Municipios
Ndmero de Eloxochitlan Huehuetla Metztitlan
Taxas Individuos
P A | P A | P A |

Aplectana n.sp. 1 26 10% 2.6 26
Aplectana n.sp. 2 76 20% 7.6 38
Cosmocercoides sp. 2 14.28% 0.28 2

Cosmocercidae gen. sp. 1 497 (M) 52(E) 33.33% 17.33 52 40% 49.7 124.25
Cosmocercidae gen. sp. 2 5 14.28% 0.71 5

Cosmocercidae gen. sp. 3 2 14.28% 0.28 2

Cosmocercidae gen. sp. 4 50 14.28% 7.14 50

Cosmocercidae gen. sp. 5 2 14.28% 0.28 2

Rhabdias sp. 1 14.28% 0.14 1

Ochoterenella sp. 38 (E) 17 (RB) 33.33% 12.66 38 14.28% 242 17

*A= Abundancia I= Intensidad P= Prevalencia

71



7.3 Andlisis multivariado

La prueba de Mardia a la que se sometieron los datos estandarizados no presentaron una
distribucion normal, con valores de M: 111.3, p: 3.95E-73, Kurtosis: 282.1y Esfericidad: 680;
se ajustd a un modelo omnibus de Doominik y Hansel (Ep: 815.2 y una p: 4.02E-152).

La PERMANOVA general arroj6 un valor de F: 151.7 con una p: 0.0001. Los valores de F
y p que se obtuvieron con distintas PERMANOVAS, mostrando diferencias significativas cuando
se excluian las variables de longitud de es6fago (LE), papilas en la vulva (PV), direccion de ramas
uterinas (DU), tipo de ala (TA), ubicacién de la vulva (UV) y forma de la cola (FC), siendo los que

presentaron una F con un valor menor al de la prueba general (Cuadro 14).

Cuadro 14. Valores de Fy p obtenidos de las pruebas de

PERMANOVAS.
Atributos F P
Total (todos los atributos) 151.7  0.0001
Longitud del Esé6fago (LE) 148.2  0.0001
Papilas en la Vulva (PV) 134.3  0.0001
Direccion de las ramas uterinas (DU) 131.7 0.0001
Tipo de Ala (TA) 128.8  0.0001
Ubicacion de la Vulva (UV) 118.1  0.0001
Forma de la Cola (FC) 110.9 0.0001
Numero de Huevos (NH) 161.1 0.0001
Ancho del Huevo (AH) 166.2  0.0001
Longitud de Huevo (LH) 164  0.0001
Anillo Nervioso (AN) 164.8 0.0001
Poro Excretor (PE) 156.4  0.0001
Longitud del Bulbo (LB) 187.6  0.0001
Ancho del Bulbo (AB) 174.6  0.0001
Ancho Medio (AM) 178 0.0001
Longitud Total 178.8  0.0001

El analisis de coordenadas princiapales (PcoA) mostré divergencias significativas en cinco
grupos, ubicando a Cosmocercidae gen sp. 1, 2y 4 en el cuadrante 1 eje X y Aplectanan.sp. 1y 2

en el cuadrante cuatro y dos respectivamente. Por otra parte, A. incerta y A. itzocanensis formaron

un solo grupo (Figura 30).
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Figura 30. Analisis de coordenadas principales a partir de distancia Gower considerando los atributos:

longitud del es6fago, direccion de las ramas uterinas, forma de la cola, tipo de ala, papilas en la vulva 'y
ubicacién de la vulva.



7.4 Estudio molecular
7.4.1 Reconstruccion filogenética y distancias genéticas

El anélisis filogenético y el calculo de las distancias genéticas se realizd a partir de una
matriz de 1582 pb, resultado de la combinacion de 857 pb del gen 18s y 725 pb del gen 28s. La
matriz se conformé con 21 secuencias, dos de ellas de Aplectana n.sp. 2 y dos de Cosmocercidae
gen sp. 1 que se describen en este estudio y parasitan a Incilius valliceps. Mientras que las
secuencias restantes fueron obtenidas en genbank y corresponden a taxones del género Aplectana,
Cosmocerca y Cosmocercoides que integran la familia Cosmocercidae. Las secuencias de
Falcaustra sp. y Cruzia americana se utilizaron como grupos externos.

El andlisis filogenético realizado con los métodos de inferencia bayesiana y méxima
verosimilitud, dieron como resultado arboles con la misma topologia, en la que se observan cuatro
grupos (Figura 31).

El grupo | (PP=1, BT=94) esta integrado por las tres especies del género Cosmocercoides
y una del género Cosmocerca incluidas en este estudio, C. pulcher, C. gingtianensis, C. tonkinensis
y Cosmocerca longicauda que parasitan anfibios, moluscos y reptiles en Asia. Es el grupo basal
dentro de la familia Cosmocercidae y hermano del resto de las especies consideradas en el estudio.

El grupo 1l (PP=1, BT=100) esta conformado por Aplectana n.sp. 2 de las localidades de
Acalome y San Cristobal, taxon identificado en este estudio, que presenta una relacion de grupos
hermanos con el clado que forman los grupos 11y IV, integrado por varias especies de Cosmocerca
y Aplectana.

El grupo Il (PP=1, BT=100) estd formado por dos especies de Aplectana, A.
dayaoshanensis y A. xishuangbannaensis, parasitos de anfibios en China y es el grupo hermano
del clado V.

En el grupo 1V se encuentran varias especies del género Cosmocerca (Cosmocerca sp. 1y
2, C. ornata, C. goroensis, C. simile, C. daly, C. monicae y C. makhadoensis) parasitos de anuros
de Asia y Africa, ademas de una especie del género Aplectana (A. chamaeleonis) parasito de
anfibios y peces de Africa y Alemania, y Cosmocercidae gen sp. 1, taxén identificado en este

estudio.
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Figura 31. Arbol filogenético de especies de la familia Cosmocercidae parésitos de anfibios y reptiles.
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Las distancias genéticas entre los cuatro grupos de cosmocercidos recuperados en la filogenia
varié entre los 11.85 y 24.01%. El valor de divergencia més bajo se presentd entre el Grupo
I'y Il al igual que el Grupo 1y IV (11.85%), mientras que la distancia genética mayor, fue
entre el Grupo 11y 111 (24.01%). La distancia dentro de los grupos fue de 1.89% en el Grupo
I, 1.84% en el Grupo Il, 6. 03% en el Grupo 111y 3.24% en Grupo 4 (Cuadro 15).

Cuadro 15. Matriz de distancias promedio dentro (diagonal) y entre los grupos (por debajo de la

diagonal) obtenidos en el analisis filogenético de la familia Cosmocercidae.

I 1 i v

Grupo | 1.89
Cosmocercoides pulcher, C.

tonkinensis y C. quingtianensis

Grupo Il 1.84
Aplectana n.sp. y n. sp.dos

(Este estudio) 11.85

Grupo I 6.03
Aplectana dayaoshanensis y
A. xishuangbannaensis 23.79 24.05

Grupo IV 3.24
Cosmocercasp. 1y 2, C. ornata,

C.goroensis, C. simile, C. daly, C.

monicae, C. makhadoensis, A.

chamaeleonis, Cosmocercidae gen 11.85 13.37 19.76

sp. uno Santa Monica y Acalome.

(estas ultimas de este estudio)




VIII. DISCUSION

8.1 Nematofauna que parasita al género Incilius en Hidalgo y sus parametros ecoldgicos

La nematofauna que parasita el género Incilius en los sitios de estudio se conforma
por 10 taxones: ocho de ellos pertenecen a la familia Cosmocercidae (dos especies de
Aplectana, Cosmocercoides sp. y cinco morfotipos identificados como Cosmocercidae gen
sp.), Rhabdias sp. y Ochoterenella sp.

Al comparar los registros con los estudios previos de Incilius spp (cuadro 2), se
observa, que distintos taxones de los mismos géneros descritos en este trabajo han sido
reportados previamente en otras regiones de México. Como es el caso de Aplectana sp.,
registrada previamente en |. nebulifer en Nuevo Ledn (Martinez-Villarreal, 1969), I.
occidentalis en Veracruz (Galicia-Guerrero et al., 2000) e I. marmoreus en Oaxaca (Trejo-
Melendez et al., 2019), Cosmocercoides sp., registrada en 1. nebulifer en Nuevo Ledn ( Leon-
Régagnon et al., 2005), Ochoterenella sp. y Rhabdias sp., reportadas en 1. valliceps en
Veracruz (Guillén-Hernandez, 1992; Galicia-Guerrero et al., 2000).

Con base en lo anterior, el presente trabajo aporta ocho nuevos registros (dos de ellos
especies nuevas) para Incilius sp., I. occidentalis e 1. valliceps y para los sitios de estudio.
Ademas de ampliar la distribucion de Ochoterenella sp. y Rhabdias sp., ya que ninguno de
estos taxones habia sido registrado en el estado de Hidalgo. La identificacién de dichas
especies contribuye al conocimiento de la biodiversidad a nivel mundial y particularmente
de la riqueza de nematodos en Hidalgo. En México, los estados donde la nematofauna de
anuros de Incilius estan mejor representada son Quintana Roo (8 especies), Oaxaca (6),
Sonora (5), Veracruz (5), Yucatan (3), Jalisco (3), Nuevo Leon (2) y Querétaro (2) (Paredes-
Ledn et al., 2008; Teran-Juarez, 2011; Trejo-Meléndez et al., 2019), por lo tanto el resto de
las regiones donde habitan estos anuros no estan bien representadas causando una asimetria
en el conocimiento, dejando una puerta abierta para nuevos estudios parasitoldgicos.

Comocercidae gen sp. 1 y Ochoterenella sp. son los Gnicos organismos que se
encontraron en dos localidades. En el primer caso, en Metztitlan y Eloxochitlan, lo que puede
deberse a que en ambos sitios se ubican en el Altiplano Mexicano compartiendo condiciones

muy similares, por ejemplo, el clima arido. En el segundo caso, en las localidades de
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Eloxochitlan y Huehuetla los cuales no comparten condiciones climaticas parecidas (arido vs
subtropical), sin embargo, es probable que estos nematodos tengan una historia antigua de
asociacion por coevolucion con este grupo de hospederos (Weaver et al., 2016).

El municipio con mayor nimero de especies fue Huehuetla con siete taxones, seguido
de Metztitlan (3) y por ultimo el Eloxochitlan (2); esta disparidad puede atribuirse a diversos
factores, como la temporada de muestreo, pues se ha observado que la carga helmintolédgica
(ndmero de individuos) por especie, asi como la riqueza especifica puede variar con base en
latemporada en que se recolecten los hospederos (Thomas, 1965; Rodriguez, 2009). De igual
forma, este pardmetro puede variar debido a la cualidad de agregacion que muestran los
parésitos, donde una gran cantidad de hospederos alberga un nimero pequefio de parasitos,
mientras que un numero pequefio de hospederos alberga la mayor parte de los paréasitos
(Bautista-Hernandez et al., 2015).

En cuanto a los parametros de infeccion, los valores mas altos de prevalencia,
abundancia e intensidad en Metztitlan los presento el taxon Cosmocercidae gen sp. 1, estos
resultados se pueden atribuir al ciclo de vida directo de los cosmocercidos, la infeccion del
hospedero se lleva a cabo por medio del contacto directo con heces (auto-infeccion) o del
medio terrestre con presencia de larvas que posteriormente penetran la piel (Anderson, 2000),
esto incrementa el potencial infectivo de estos parasitos pues facilita su entrada y reduce el
tiempo de transmision que se perderia si existiera un hospedero intermediario, ademas, los
habitos predominantemente terrestres del sapo incrementan las probabilidades de infectarse
al estar en contacto directo con el medio donde las larvas se desarrollan (Lépez et al., 2009).

Ochoterenella sp. mostré la prevalencia mas alta en Eloxochitlan (33.33%) y en
Huehuetla (14.28%), la presencia de estos parasitos dependen directamente de la transmision
por la picadura de un vector diptero. La baja prevalencia en Huehuetla puede deberse a la
temporada de colecta, o bien a la ausencia de cuerpos de agua que favorezcan la reproduccion
del vector. En el caso del Eloxochitlan, la prevalencia alta puede verse influenciada por la
cantidad de hospederos recolectados (Pulido-Flores et al., 2009), los cuales fueron pocos a
comparacion de las otras localidades (3 vs 7 y 10).

Los valores mas bajos de abundancia se presentaron en Huehuetla por taxones de
Cosmocercoides sp., Cosmocercidae gen sp. 2,5 y Rhabdias sp., en los cuales Unicamente se
registraron uno o dos individuos por sapo. Esta baja abundancia puede deberse a que los
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sapos tenian poco tiempo de infectados cuando fueron recolectados, lo que evitd que los
parésitos siguieran su ciclo de vida. Asi mismo, puede tratarse de parasitos sensibles a
cambios estacionales o la ausencia de sus hospederos intermediarios, en caso de
Cosmocercoides sp.

Finalmente, los taxones de familia Cosmocercidae mostraron una dominancia en este
estudio, similar a lo reportado por Bursey y Brooks (2010) en Costa Rica (Cuadro 1) y
contrario a lo encontrado en estudios previos en México donde la dominancia la presentan
especies de Molineidae y Rhabdiasidae. Lo que puede estar influenciados por los habitos
terrestes de los hospederos (sapos) quienes pueden incidir en la presencia de los parésitos
que los infectan, en este caso, la mayoria de ciclo directo, ya que aquellos que necesitan un
hospedero intermediario (molusco, artropodo, etc.) dependen directamente de los cuerpos de
agua donde residen y presentan una dominancia de paréasitos con ciclos de vida indirecto
(Barton, 1997; Pérez-Ponce de Ledn et al., 2000).

8.2 Variacién entre las hembras de la familia Cosmocercidae

De los 15 atributos analizados en las hembras de los distintos taxones, destacaron seis
de ellos: direccion de las ramas uterinas, forma de la cola, ubicacién de la vulva, longitud del
esofago, tipo de ala y papilas en la vulva, que son los que permiten establecer la divergencia
entre los taxones utilizados e identificados como Aplectana n.sp. 1, Aplectana n.sp. 2,
Cosmocercidae gen sp. 1, 2 y 4. La direccién de las ramas uterinas ya se habia considerado
como una caracteristica importante para diferenciar a los géneros dentro de la familia
Cosmocercidae en las claves taxondmicas generadas por Chabaud (1974).

La forma de la cola, la ubicacion de la vulva, el tipo de ala y las papilas en la vulva
son atributos significativos en este estudio, debido a que fueron variables entre los taxones
analizados, sin embargo, en las claves taxondmicas (Chabaud, 1974) y en descripciones de
otras especies de cosmocercidae no son caracteres relevantes o tomados en cuenta para las
diagnosis. No obstante, la observacion de esta clase de atributos cualitativos puede enriquecer
las descripciones taxondmicas y permiten la identificacion de nuevas especies, como fue en
el caso de Cosmocerca acanthurum, donde se detecto la presencia de espinas en la region

posterior de las hembras, el cual es un atributo es exclusivo de la especie y permitid la
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diferenciaciéon con el resto de las especies del género (Falcon-Ordaz y colaboradores,
2007).

La longitud de es6fago es un atributo significativo para diferenciar a los taxones de
los géneros Aplectana y Cosmocerca de este estudio, ya que los ejemplares de Aplectana
presentan un esdfago significativamente mayor que los de Cosmocerca, lo que es consistente
con lo mencionado por Falcén-Ordaz y colaboradores (2010) quienes llegaron a la misma
conclusion.

El analisis morfoldgico aunado a lo obtenido en la prueba de PERMANOVA sugiere
que los taxones identificados como Cosmocercidae gen. sp. 1y 4 podrian ser de los géneros
Aplectana o Cosmocerca, mostrando diferencias entre ellas por la forma de la cola y la
longitud total del cuerpo. En el caso de Cosmocercidae gen. sp. 2 las caracteristicas podrian
pertenecer a Cosmocercella o Raillietnema al presentar un utero anfidélfico (Cuadro 10). Sin
embargo, es dificil llegar a una identificacion correcta debido a la ausencia de machos, pues
ellos poseen de los caracteres diagndsticos. La relevancia de los atributos cualitativos
encontrados en este trabajo podrian ser de utilidad para las descripciones de ejemplares
hembras de Cosmocercidae.

El PcoA muestro mostrd la separacion de las hembras de Cosmocercidae en seis
grupos, cinco de ellos conformados por los taxones descritos en este estudio y el sexto
integrado por las hembras de A. incerta y A. itzocanensis, las cuales muestran una posible
sinonimia debido a la poca variacion entre sus atributos, lo que difiere con las descripciones
previas de estos organismos (Baker, 1985; Bautista-Guzman et al., 2006; Velazquez-Urrieta
et al., 2014) quienes mencionan que a pesar del parecido entre las hembras, los caracteres del
tamafio y nimero de huevos permiten la diferenciacion entre ellas, sin embargo, en este
estudio esos caracteres no fueron significativos.

Diversos trabajos en nematodos, han utilizado los analisis de estadistica multivariada
con la finalidad de diferenciar especies (Di Deco et al.,1994; Digiani et al., 2015; Beveridge
et al., 2021) y corroborar la variabilidad morfologica (Gonzélez et al., 2019; Borba et al.,
2021; Souza et al., 2022). No obstante, usan caracteres de hembras y machos, siendo pocos
los que solo se llevan a cabo en hembras como en el presente estudio. Los atributos usados
para los analisis dependen de las familias o géneros analizados, aunque en la mayoria se

comparan la longitud total, ubicacion de la vulvay caracteristicas de los huevos. Por ejemplo,
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Borba y colaboradores (2021) utilizaron los atributos de los huevos en un analisis de
discriminantes para separar 28 especies de 8 géneros de la familia Capillaridae, por otra parte,
Kirillova y colaboradores (2021) usaron la comparacion de medias en un estudio en
ejemplares de Oswaldocruzia filiformis que parasitan 10 hospederos anuros de 15 localidades
en la Rusia europea, se examinaron los atributos del nimero de crestas, alas laterales, forma
y estructura de la espicula, de la bursa y de rayo dorsal en machos, y la ubicacion de la vulva,
ancho y largo de huevos en hembras, con el fin de evaluar las variaciones intraespecificas.
Mientras que Harnoster y colaboradores (2022), realizaron un analisis de discriminantes en
machos y hembras de tres especies de Cosmocerca que se encontraban parasitando un mismo
hospedero, analizando los atributos de longitud total, ubicacion de la vulva, tamafio y nimero
de huevos, atributos que también son utilizados en este estudio, ademas de la disposicion del
arreglo papilar en machos. Entre los pocos estudios morfométricos donde se usa la estadistica
uni y multivariada de los que se tiene registro que se han llevado a cabo Unicamente en
hembras, son los realizados por Esslinger (1987;1988) quien elaboro claves taxonémicas para
cinco especies nuevas de filarias pertenecientes al género Ochoterenella con ausencia de
machos, basandose solo en medidas morfométricas y algunos atributos cualitativos. Aquino-
Camacho y colaboradores (2024) al igual que en este estudio, utilizaron un analisis de
PERMANOVA considerando 11 caracteristicas morfoldgicas en hembras de Syphacia
peromysci que parasitan roedores, con el proposito de corraborar si las poblaciones

pertenecen a la misma especie.

8.3  Andlisis filogenético y distancia genética

La reconstruccién filogenética basada en los genes 18s y 28s permitié conocer la
posicion de Aplectana n.sp 2 y Cosmocercidae gen sp. 1 dentro de la familia Cosmocercidae.
Las relaciones encontradas difieren de las obtenidas en una filogenia preliminar basada en
los genes 18s e ITS (que no cuenta con representantes de Aplectana) (Sinsch et al., 2020) y
de la clasificacidn tradicional, la cual ha sido propuesta basandose en caracteres morfologicos
y rasgos ecoldgicos. Wilkie (1930), Skrjabin et al. (1961) y Chabaud (1974) distinguieron
los géneros Cosmocerca y Cosmocercoides por la presencia de papilas modificadas,
presencia de papilas rosetadas y plectanas en Cosmocerca, y papilas en roseta Unicamente en

Cosmocercoides, los diferentes autores sefialaron que ambos grupos se encontraban
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estrechamente relacionados. Sin embargo, el analisis realizado en este estudio mostré una
relacion mas cercana entre ejemplares de los géneros Aplectana (que presenta papilas
simples) y Cosmocerca, que no forman grupos exclusivos y en conjunto, forman el grupo
hermano del género Cosmocercoides. Sin embargo, esto es congruente con lo obtenido por
Chen et al., (2021) y Harnoster et al., (2022) quienes al igual que en este estudio, trabajaron
con secuencias concatenadas de los genes 18s+28s obteniendo, en el primer caso, una
filogenia de la superfamilia Cosmocercoidea con una topologia similar a la obtenida en el
presente estudio (Ver fig. 6) y el segundo una reconstruccion preliminar de la subfamilia
Cosmocercinae (Ver fig. 7). En el trabajo de Chen et al., (2021) y en este estudio se observa
que las relaciones de los géneros que forman la familia Cosmocercidae son como las
presentadas en la Figura 30, ((Aplectana + Cosmocerca) (Cosmocercoides)).

Como se menciond antes, los resultados rechazan la monofilia del género Aplectana,
dado que A. chamaeleonis se agrupa con un taxén de Cosmocerca, lo cual sugiere que las
caracteristicas que se utilizado tradicionalmente para separar a los géneros y principalmente
para diagnosticarlos (presencia o no de papilas en forma de roseta) representan caracteres
homoplasicos, lo que seria valido si la determinacion de A. chamaeleonis es correcta, debido
a que Chen y colaboradores (2021) comparten la secuencia pero no una descripcion del
individuo. Asimismo, el agrupamiento de Cosmocerca longicauda con Cosmocercoides
pulcher, C. gingtianensis y C. tonkinensis descartd la monofilia del género Cosmocercoides,
lo que difiere de Chen et al., (2021 a,b), Alcantara et al., (2022) y Harnoster et al.,(2022).
Sin embargo, en esos estudios no tomaron en cuenta la secuencia de C. longicauda debido a
una posible identificacion errénea, ya que informacién del genbank menciona que fue
encontrado en caracoles, lo que difiere a los ciclos de vida de las especies de Cosmocerca las
cuales parasitan anfibios y reptiles.

La secuencia de Cosmocercidae gen sp. 1 obtenida en este estudio, mostr6 una relacion
cercana con taxones de Cosmocerca, lo cual sugiere que es un taxon de dicho género, lo que
es apoyado por el analisis morfolégico mostrado previamente. Mientras que Aplectana n.sp
2 forma un clado distinto de las otras especies del género: A. dayaoshanensis y A.
xishuangbannaensis parasitos en la regién oriental. Por lo cual, podemos formular dos
hipotesis: 1) Aplectana n.sp. 2, A. dayaoshanensis y A. xishuangbannaensis no son
integrantes del mismo género 2) Aplectana spp. podria tener un proceso de diversificacion
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independiente en la regidn neartica. Sin embargo, los escasos datos genéticos (cuadro 4), los
errores taxondmicos en la identificacion y los estudios con pocos representantes de la familia
son una limitante para el conocimiento actual de las relaciones dentro de Cosmocercidae.
Cabe mencionar que Aplectana n.sp 2 y Cosmocercidae gen sp. 1 son las primeras especies
de Cosmocercidae en México y en la region neértica con secuencias parciales de los genes
18sy 28s.

Los genes ribosomales 18s y 28s han sido ampliamente empleados para el
reconocimiento especifico y la reconstruccion filogenética de algunos grupos de nematodos
(Nadler et al., 2007). Sin embargo, los datos obtenidos en este estudio, mostraron que el gen
18s presentd6 un ndamero menor de sitios informativos. El uso de varios marcadores
moleculares puede incrementar el nimero de sitios informativos (Telford et al., 2015), por
ello, se considera importante la utilizacion y analisis de matrices concatenadas e integradas
por un mayor nuimero de genes, para tener una mejor aproximacion de las relaciones
evolutivas de la familia.

La divergencia genética entre los grupos identificados en la filogenia varié en un
intervalo de 11.85y 24.01%, sin embargo la mayor divergencia se presentd entre el Grupo Il
integrado por el taxén Aplectana n.sp. 2 reportada en este estudio y el Grupo 11, conformado
por las especies de Aplectana de China (A. dayaoshanensis y A. xishuangbannaensis) con
24.01%. Las divergencias genéticas altas en integrantes de un mismo género podrian estar
reflejando la distancia geografica, estos valores, son consistentes con los reportados por Chen
y colaboradores (2021a,b) quienes también trabajaron con representantes de Cosmocercidae
y con una matriz concatenada de 18s y 28s obteniendo valores entre el 16.4 y 20.5%. En otros
trabajos, Hou y colaboradores (2007) encontraron que divergencias genéticas mayores al
20%, en crustaceos de distintas familias usando los mismos genes. No obstante, son escasos
los estudios que aportan informacion de las distancias genéticas obtenidas de matrices
concatenadas, inclindndose a proporcionarlo para cada gen analizado. Sinsch et al. (2018)
encontraron distancias genéticas entre el 5y el 30% en taxones de Cosmocercidae. Por otra
parte, Chen et al. (2018) y Liu et al. (2018) sefialaron que el gen 18s no sirve para diferenciar
especies del genéro Cosmocercoides debido los valores bajos de divergencia, los cuales
variaron en un intervalo de 0.11 y 0.65%. En el caso de los nematodos marinos, Pereira

(2008) encontrd porcentajes de divergencia del 1.06% para el gen 18sy del 12.09% para 28s.

83



Con el gen 28s Chen y colaboradores (2020b) diferenciaron dos especies de
Megalobatrachonema con un porcentaje de divergencia del 1.24%. De Ley y colaboradores
(2005) reportan diferencias del 1.0% al 5.0% entre nematodos con el mismo gen. Sin
embargo, Mwamula y colaboradores (2024) encontraron porcentajes del 13 al 16% en
especies de la familia Hoplolaimidae. Las distancias genéticas encontradas entre las especies
analizadas en el presente estudio con respecto a Aplectana n.sp 2 y Cosmocercidae gen sp. 1
aunado con las otras evidencias observadas (morfologia y propuestas filogenéticas) apoyan

que puede tratarse de especies no descritas.
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CONCLUSIONES

La riqueza de nematodos en los municipios es de Huehuetla (6), seguida de Metztitlan
(4) y Eloxochitlan (2) del estado de Hidalgo se encuentra constituida por dos posibles
especies nuevas pertenecientes Aplectana, una especie de los géneros
Cosmocercoides sp., Rhabdias sp. y Ochoterenella sp, ademas de cinco morfotipos
identificados como miembros de la familia Cosmocercercidae, los cuales son nuevos
registros para el area de estudio.

Los valores mas altos en prevalencia, abundancia e intensidad se registraron
para Cosmocercidae gen sp. 1, estableciéndose como el taxdn mas representativo que
parasita el género Incilius en este estudio, por lo contrario, los valores méas bajos los
obtuvo Rhabdias sp., lo que indica un ciclo de vida directo y la penetracion es la via

de infeccidon mas comdun.

A través de pruebas de PERMANOVA se identificaron que las caracteristicas
morfoldgicas de longitud del es6fago (LE), direccion de utero (DU), forma de la cola
(FC), tipo de ala (TA), ubicacion de la vulva (UV) y papilas en la vulva (PV) son de
importancia para distinguir entre ejemplares hembras de Cosmocercidae y el PcoA
mostro la presencia de seis grupos formados por siete taxones, siendo uno de ellos
integrado por A. itzocanensis y A. incerta.

La reconstruccion filogenética permitié conocer las posiciones filogenéticas de
Aplectana sp. 2 y Cosmocercidae gen sp. 1 dentro de la familia Cosmocercidae.
Asimismo, muestra la separacion de Aplectana sp. 2 de otras especies del mismo
género y la agrupacién de Cosmocercidae gen sp.1 con taxones de Cosmocerca de la
region africana y oriental.

La divergencia genética con el uso de los genes 18S y 28S, permitié separar a
Aplectana sp. 2 y Cosmocercidae gen sp. 1 paréasitos de I. valliceps de las otras
especies de Cosmocercidae africanas, europeas y orientales con porcentajes entre
11.85y 24.01%.
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XIl.  ANEXOS

Anexo 1. Matriz de datos los atributos de los ejemplares de Cosmaocercidae identificados en este estudio y dos especies de Aplectana tomadas como
referencia. Poner a que se refiere cada abreviatura y que significan el 1y 2 de los ultimos carcteres.

No. de

Lt AC LE AB LB PE --EA AN --EA LH AH huevos DU FC TA PV
RAI1 2.35 0.1 0.43 0.08 0.08 0.35 0.23 0.125 0.085 19 1 1 1 1
RAI2 3.075 0.15 0.45 0.08 0.1 0.39 0.24 0.11 0.1 40 1 1 1 1
RAI3 2.75 0.12 0.36 0.08 0.1 0.31 0.2 0.175 0.075 50 1 1 1 1
RAI4 3.425 0.18 0.58 0.08 0.1 0.45 0.24 0.1 0.075 50 1 1 1 1
RAI5 3 0.15 0.43 0.08 0.08 0.37 0.23 0.125 0.075 30 1 1 1 1
RAI6 3.175 0.12 0.47 0.08 0.1 0.4 0.25 0.1 0.075 50 1 1 1 1
RAI7 3.175 0.15 0.45 0.08 0.1 0.4 0.2 0.15 0.075 30 1 1 1 1
RAI8 2.625 0.12 0.35 0.08 0.08 0.3 0.2 0.185 0.075 22 1 1 1 1
RAI9 3.35 0.15 0.44 0.09 0.08 0.4 0.23 0.135 0.095 35 1 1 1 1
RAI10 25 0.1 0.4 0.07 0.08 0.3 0.2 0.14 0.1 30 1 1 1 1
RAIN1 2.6 0.1 0.43 0.07 0.08 0.35 0.23 0.1 0.05 9 1 1 1 1
RAIN2 2.46 0.1 0.38 0.08 0.08 0.35 0.2 0.085 0.05 15 1 1 1 1
RAIN3 25 0.1 0.38 0.08 0.07 0.31 0.22 0.085 0.0575 5 1 1 1 1
RAIN4 2.8 0.15 0.43 0.08 0.07 0.4 0.23 0.085 0.045 5 1 1 1 1
RAIN5 2.4 0.1 0.42 0.05 0.08 0.4 0.24 0.7 0.0675 10 1 1 1 1
RAING 2.8 0.1 0.45 0.08 0.09 0.38 0.22 0.76 0.055 10 1 1 1 1
RAIN7 2.825 0.1 0.42 0.08 0.08 0.4 0.22 0.18 0.095 5 1 1 1 1
RAINS 3.05 0.1 0.44 0.07 0.07 0.39 0.21 0.175 0.1 5 1 1 1 1
RAIN9 3 0.1 0.44 0.08 0.08 0.4 0.23 0.18 0.1 10 1 1 1 1
RAIN10 2.625 0.15 0.4 0.08 0.06 0.37 0.23 0.19 0.11 17 1 1 1 1
Aple(1)1 3.075 0.1 0.52 0.09 0.1 0.4 0.25 0.14 0.09 16 1 1 1 2
Aple(1)2 2.875 0.12 0.5 0.08 0.08 0.38 0.2 0.13 0.09 44 1 1 1 2
Aple(1)3 2.875 0.12 0.48 0.08 0.09 0.38 0.2 0.145 0.085 33 1 1 1 2
Aple(1)4 3.125 0.13 0.51 0.1 0.08 0.38 0.25 0.135 0.085 11 1 1 1 2
Aple(1)5 2.6 0.1 0.5 0.08 0.1 0.36 0.2 0.135 0.09 7 1 1 1 2
Aple(1)6 2.9 0.1 0.5 0.08 0.1 0.39 0.25 0.135 0.09 28 1 1 1 2
Aple(1)7 2.45 0.1 0.48 0.09 0.1 0.35 0.2 0.13 0.09 18 1 1 1 2
Aple(1)8 2.625 0.1 0.48 0.1 0.08 0.35 0.23 0.11 0.075 25 1 1 1 2
Aple(1)9 2.75 0.1 0.48 0.1 0.08 0.35 0.25 0.26 0.17 30 1 1 1 2

*Longitud total (LT), ancho del cuerpo (AM), longitud del eséfago (LE), poro excretor a region anterior (PE-RA), anillo nervioso a region anterior (AN-RA),
largo del bulbo (LB), ancho del bulbo (AB), longitud del huevo (LH), ancho del huevo (AH) , direccion de las ramas uterinas (DU), forma de la cola (FC), tipo
de ala (TA), papilas en la vulva (PV) y ubicacion de la vulva (UV). Los caracteres cualitativos se les dio el valor de 1 o 2 segun sea el caso (PV: ausencia 1,
presencia 2; DU: prodélfas 1, anfidélfas 2; FC: conica 1, filamento 2; TA: simple 1, tricispide 2 y UV: ecuatorial 1, postecuatorial 2.
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No. de

Lt AC LE AB LB  PE-EA AN-EA LH AH  huevos DU FC TA PV
Aple(1)10 2.875 0.1 05 008 01 0.38 023 024 016 30 1 1 1 2
Aple(1)11 2875  0.12 05 008 01 0.39 0.23 0 0.045 35 1 1 1 2
Aple(1)12 2.85 01 048 01 008 0.35 024 0135  0.09 25 1 1 1 2
Aple(1)13 255 01 047 008 01 0.34 024 013  0.08 40 1 1 1 2
Aple (2)1 4.875 0.2 06 012 0.1 05 026 0.125 0.075 50 1 1 2 1
Aple (2)2 5.925 0.3 05 01 01 0.6 025 014 0.095 50 1 1 2 1
Aple (2)3 625 027 055 0.2 0.1 0.55 03 015 0.105 50 1 1 2 1
Aple (2)4 55 025  0.62 01 012 0.58 022 011 0.095 50 1 1 2 1
Aple (2)5 6.375 0.3 05 0.2 0.1 0.5 025 014 0.1 45 1 1 2 1
Aple (2)6 57 025 053 0.2 0.1 0.48 023 014 0.095 40 1 1 2 1
Aple (2)7 5 0.2 0.6 01 01 0.55 02 0135 0.1 35 1 1 2 1
Aple (2)8 4625 025 055 01 01 0.48 025 0125 0.09 50 1 1 2 1
Aple (2)9 3 015 052 008 008 0.36 03 013 0085 50 1 1 2 1
Aple (2)10 3 014 057 01 008 0.42 035 013 0.085 50 1 1 2 1
Aple (2)11 3.15 01 062 008 01 0.45 025 013 008 35 1 1 2 1
Aple (2)12 3325 015 058 01 008 0.47 024 0165 0.075 38 1 1 2 1
Aple (2)13 65 033 065 014 012 0.6 025 0.145 0.105 40 1 1 2 1
Cosmo (1) 1 2875 017 033 01 01 0.2 017 019 0.5 25 1 2 1 1
Cosmo (1) 2 2 015 03 008 0.6 0.2 012 016 0.1 18 1 2 1 1
Cosmo (1) 3 25 018 03 006 0.6 0.24 015 019 0.125 18 1 2 1 1
Cosmo (1) 4 2375  0.15 03 008 007 0.26 013 019 0.125 20 1 2 1 1
Cosmo (1) 5 225 015 03 007 0.9 0.23 015 0205 0.115 22 1 2 1 1
Cosmo (1) 6 2125 015 027 007  0.08 0.22 015 0225 0.4 24 1 2 1 1
Cosmo (1) 7 2225 018 025 008  0.08 0.22 0.15 02 011 26 1 2 1 1
Cosmo (1) 8 11 018 03 008 006 0.2 0.2 02 014 30 1 2 1 1
Cosmo (1) 9 25 018 0.3 01 008 0.24 021 021 0.4 18 1 2 1 1
Cosmo (1) 10 | 2925 0.2 0.3 01 008 0.22 014 0185 0.125 15 1 2 1 1
Cosmo (1) 11 325 018 035 008 006 0.3 018 0175 0.105 15 1 2 1 1
Cosmo (1) 12 28 018 035 01 008 0.27 02 0205 0.135 20 1 2 1 1
Cosmo (1) 13 | 3.125 02 036 008 008 0.25 013 019 0.135 21 1 2 1 1
Cosmo (2) 1 3075 018 035 01 007 0.27 02 0205 0.15 7 2 2 1 1
Cosmo (2) 2 2475  0.15 03 008 007 0.25 017 021 0.12 4 2 2 1 1
Cosmo (2) 3 275 015 033 008  0.07 0.26 045 0205 0.25 11 2 2 1 1

*Longitud total (LT), ancho del cuerpo (AM), longitud del eséfago (LE), poro excretor a region anterior (PE-RA), anillo nervioso a region anterior (AN-RA),
largo del bulbo (LB), ancho del bulbo (AB), longitud del huevo (LH), ancho del huevo (AH) , direccidn de las ramas uterinas (DU), forma de la cola (FC), tipo
de ala (TA), papilas en la vulva (PV) y ubicacidn de la vulva (UV). Los caracteres cualitativos se les dio el valor de 1 0 2 segun sea el caso (PV: ausencia 1,

presencia 2; DU: prodélfas 1, anfidélfas 2; FC: cdnica 1, filamento 2; TA: simple 1, tricispide 2 y UV: ecuatorial 1, postecuatorial 2
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No. de

Lt AC LE AB LB PE-EA AN-EA LH AH huevos DU FC TA PV
Cosmo (2) 4 2.625 0.15 0.35 0.1 0.07 0.27 0.18 0.19 0.135 7 2 2 1 1
Cosmo (2) 5 2.75 0.15 0.35 0.08 0.07 0.25 0.2 021 0.125 8 2 2 1 1
Cosmo (2) 6 2.625 0.15 0.33 0.1 0.07 0.28 0.17 0.175 0.125 6 2 2 1 1
Cosmo (2) 7 2.625 0.15 0.33 0.08 0.07 0.27 0.15 0.22 0.155 5 2 2 1 1
Cosmo (2) 8 2.9 0.2 0.34 0.08 0.07 0.29 0.15 0.21 0.165 7 2 2 1 1
Cosmo (2) 9 2.625 0.15 0.33 0.08 0.07 0.28 0.2 0.2 0125 10 2 2 1 1
Cosmo (2)10 2.625 0.15 0.35 0.08 0.07 0.25 0.19 0.19 0.14 8 2 2 1 1
Cosmo (2) 11 3 0.15 0.33 0.08 0.07 0.28 0.17 0.215 0.155 12 2 2 1 1
Cosmo (2) 12 2.75 0.15 0.33 0.08 0.07 0.28 0.15 0.165 0.125 11 2 2 1 1
Cosmo (2) 13 2.625 0.15 0.35 0.08 0.07 0.25 0.15 021 0.165 10 2 2 1 1
Cosmo (4) 1 3.45 0.2 0.3 0.08 0.1 0.22 0.22 0.18 0.125 18 1 2 1 1
Cosmo (4) 2 3.125 0.2 0.3 0.08 0.08 0.22 0.18 0.16 0.12 20 1 2 1 1
Cosmo (4) 3 2.825 0.18 0.3 0.08 0.06 0.18 0.17 0.19 0.115 20 1 2 1 1
Cosmo (4) 4 2.8 0.18 0.3 0.08 0.06 0.2 0.14 0.16 0.12 15 1 2 1 1
Cosmo (4) 5 2.675 0.15 0.28 0.08 0.06 0.22 0.12 0.15 0.105 23 1 2 1 1
Cosmo (4) 6 3.275 0.25 0.3 0.08 0.06 0.25 0.12 0.16 0.125 21 1 2 1 1
Cosmo (4) 7 3.55 0.25 0.3 0.1 0.08 0.2 0.13 0.175 0.13 20 1 2 1 1
Cosmo (4) 8 3.325 0.2 0.3 0.08 0.06 0.22 0.15 0.17 0.125 20 1 2 1 1
Cosmo (4) 9 3.38 0.28 0.3 0.1 0.1 0.21 0.15 0.085 0.0625 17 1 2 1 1
Cosmo (4) 10 3.3 0.2 0.29 0.08 0.08 0.22 0.12 0.09 0.0625 18 1 2 1 1
Cosmo (4) 11 2.76 0.2 0.29 0.08 0.08 0.16 0.11 0.0925 0.0575 20 1 2 1 1
Cosmo (4) 12 2.78 0.18 0.3 0.09 0.07 0.33 0.15 0.085 0.06 15 1 2 1 1
Media 3.1025 | 0.1608 0.4068 | 0.0863 | 0.0821 | 0.3308 0.1998 0.1694 | 0.1039 23.45 1.152 | 1.458 1.152 1.15
Desviacién | 0.97204 | 0.0537 0.1023 | 0.0139 | 0.0147 | 0.1038 | 0.04714 0.0981 | 0.03451 14.07 | 0.3620 | 0.501 0.362 | 0.362

*Longitud total (L T), ancho del cuerpo (AM), longitud del es6fago (LE), poro excretor a region anterior (PE-RA), anillo nervioso a region anterior (AN-RA),
largo del bulbo (LB), ancho del bulbo (AB), longitud del huevo (LH), ancho del huevo (AH) , direccion de las ramas uterinas (DU), forma de la cola (FC), tipo
de ala (TA), papilas en la vulva (PV) y ubicacion de la vulva (UV). Los caracteres cualitativos se les dio el valor de 1 o 2 segun sea el caso (PV: ausencia 1,

presencia 2; DU: prodélfas 1, anfidélfas 2; FC: conica 1, filamento 2; TA: simple 1, triclspide 2 y UV: ecuatorial 1, postecuatorial 2
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Anexo 2

Diagrama de flujo de los métodos del analisis multivariado al que fueron sometidos los datos de los ejemplares hembras de
Cosmaocercidae.

Analisis de coordenadas principales (PcoA): es un método de analisis
estadistico que permite representar en un grafico de dos a tres dimensiones,
objetos descritos por una matriz, para preservar en la medida de lo posible la
distancia de las relaciones entre entidades en un espacio euclidiano (Ochoa
de la Rosa, 1993).

Analisis discriminante: permite describir las relaciones entre dos 0 mas
grupos de observaciones multivariadas de manera que las diferencias entre
estos se maximicen, creando un modelo predictivo para la pertenencia al
grupo. Este andlisis suele aplicarse con fines relacionados a la clasificacion

de poblaciones u observaciones sobre las cuales no se conocen grupos
(Balzarini et al., 2015).

Pruehas paramétricas Pruebas no paramatricss
— Anélisis de coordenadas principales (PcoA): es un método de analisis
companentes FERMANOVA | | PrenliNGvAS estadistico que permite representar en un grafico de dos a tres dimensiones,
principale: depende del la: objetos descritos por una matriz, para preservar en la medida de lo posible la
I distancia de las relaciones entre entidades en un espacio euclidiano (Ochoa
de la Rosa, 1993).
Analisiz de
discriminantes Pruebas
SMLRSIVES

PERMANOVA:es un método estadistico utilizado para analizar datos
/7 multivariantes mediante la particion de la variacion basada en una medida de
] disimilitud elegida. Puede acomodar varios factores y disefios, y permite

inferencias sin distribucion utilizando el algoritmo de las permutaciones
(Kenett et al., 2017.

-‘!.lalmsde coordenadas
principales
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Anexo 3

10.

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE DNA

Zymo research Quick-DNA tissue/insect miniprep kit

Afadir la muestra en un tubo de lisis ZR BashingBead y agregar 750 pl del buffer
BashingBead.

Colocar la muestra en un disruptor celular por 10 minutos.

Centrifugar el tubo ZT BashingBead a 12,000 rpm /1 minuto.

Transferir 400 ul del sobrenadante de la muestra a un tubo colector con filtro (zymo-
spin I11-F) y centrifugar a 10,500 rpm/ 1 minuto.

Anadir 1200 pl del buffer de lisis al tubo colector con filtro.

Transferir 800 pl a un nuevo tubo colector con filtro (zymo-spin 11-CR) y centrifugar
a 12,000 rpm/1 minuto.

Decantar y repetir el paso 6.

Agregar 200 pl de buffer de pre-lavado y centrifugar a 12,000 rpm/ 1 minuto.
Agregar 500 pl de buffer de lavado y centrifugar 12,000 rpm/ 1 minuto.

Transferir el filtro del tubo a uno nuevo y agregar 60 pul del buffer de DNA vy
centrifugar a 12,000 rpm/ 45 segundos.
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Anexo 4

PROTOCOLO DE PURIFICACION DE DNA
Meétodo de polyethylen glycol (PEG)

1. Transferir los productos de PCR a un tubo de 1.5 ml y agregar 20 ul de PEG 20% - NaCl
2.5 M.

2. Incubar en bafio maria a 37° C por 20 minutos.

. Centrifugar a velocidad maxima por 20 minutos.

. Eliminar el sobrenadante con una pipeta [tratando de no tocar el bot6n].

. Agregar 150 pl de etanol al 80% frio [-20° C].

. Centrifugar a velocidad maxima por 10 minutos-

. Eliminar el sobrenadante con una pipeta [tratando de no tocar el bot6n].

. Agregar 150 pl de etanol al 95% frio [-20 ° C].

. Centrifugar a velocidad maxima por 10 minutos.
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10. Eliminar el sobrenadante con una pipeta [tratando de no tocar el boton].

11. Colocar los tubos en un concentrador de DNA a temperatura media [50-60° C] por 10
minutos [0 hasta que todo el alcohol se haya evaporado].

12. Resuspender el boton de DNA en 10-15 pl de dH20O, dependiendo del tamafio del boton
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