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Coevolucién de Digeneos y aves de Lerma

Resumen

La coevolucion estudia el cambio evolutivo reciproco de las especies que
interactian. La interaccion entre el parasito y el huésped es una de las
caracteristicas mas intimas que se pueden encontrar en la naturaleza, donde
alteraciones de cualquier nivel en una de las poblaciones involucradas se refleja
directamente en la otra. Los estudios de coevolucion Digenean-aves silvestres
contribuyen al conocimiento de las condiciones vitales del parasito, sus
adaptaciones y estrategias de historia de vida con respecto al microhabitat
especifico y respuesta del huésped. El objetivo de este trabajo fue analizar la
coevoluciéon morfolégica entre Digenea (Notocotylidae y Leucochloridiidae) y sus
respectivos microhabitats proporcionados por aves silvestres migratorias
(Anatidae) y residentes (Rallidae) de las ciénegas de Lerma, Estado de México.
Las aves se obtuvieron mediante donacion de cazadores de la zona de Lerma, en
diferentes periodos entre 2010 y 2018. Se identificaron y disectaron para
examinacion Helmintolégica de los érganos del sistema digestivo. Los Digeneos
en estudio se fijaron y tifieron con Técnicas Paracarmin de Meyer y Hematoxilina
de Harris, ademas se incluyeron ejemplares de colecciones de helmintos. Se
identificdé Notocotylus pacifera en ciegos intestinales de Fulica americana vy
Gallinula galeata, ademas, Leucochloridium variae de la cloaca y colon de ambos
hospederos. La especie Notocotylus seineti se localiz6 en ciegos de Anas
clypeata, Anas discors y Anas cyanoptera, ademas Notocotylus attenuatus en
Aythya affinis. Se analizaron 115 imagenes de tres especies de Notocotylus para
analisis morfométrico de caracteres de uso taxondmico. Se obtuvieron tres
morfotipos, de acuerdo con la especie hospedera, parasito y localidad, y con la
mayor variacion en estructuras reproductivas. Se analizaron 51 imagenes de
Leucochloridium variae de los hospederos G. galeata y F. americana, donde se
obtuvo un morfotipo con variaciones en la forma no significativas. El tejido del
hospedero (microhabitat) se procesd con técnicas histopatolégicas en inclusion en
parafina y tincion con Hematoxilina de Gill. Para el analisis coevolutivo parasito-
hospedero se realizé una descripcién morfolégica y meristica .

Palabras clave: Coevolucion, Digenea, parasitos, hospederos, morfometria lineal,

morfometria geométrica.
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Coevolucién de Digeneos y aves de Lerma

Abstract

Coevolution studies the reciprocal evolutionary change of interacting species. The
interaction between the parasite and the host is one of the most intimate
characteristics that can be found in nature, where alterations of any level in one of
the populations involved is reflected directly in the other. Studies on coevolution
Digenean-wild birds contribute to the knowledge of the vital conditions for the
parasite, their adaptations and life history strategies with respect to the specific
microhabitat (host). The goal of this study was to analyze the morphological
coevolution between Digenea (Notocotylidae y Leucochloridiidae) and their
respective microhabitats provided by wild migratory birds (Anatidae) and resident
wild birds (Rallidae) in the area of Lerma, Estado de México. The birds were
obtained by donation from hunters in the Lerma area, in different periods between
2010 and 2018. The organs of the digestive system dissected for Helminthological
examination. The Digeneos of the families under study were fixed and stained with
Meyer's Paracarmine Technique or Harris's Hematoxylin, in addition, specimens
from helminth collections are included. The digenean identified: Notocotylus
pacifera in cecum of Fulica americana and Gallinula galeata, also Leucochloridium
variae in cecum and colon of both hosts. The Notocotylus seineti in cecum of Anas
clypeata, A. discors and A. cyanoptera, while N. attenuatus in cecum of Aythya
affinis. In total, 115 images of three Notocotylus analyzed for morphometric
analysis of characters of taxonomic use. Three morphotypes were obtained,
according to the host species, parasite and locality, and with the greatest variation
in reproductive structures. We analyzed 51 images of Leucochloridium variae of G.
galeata and F. americana host, where a morphotype with non-significant variations
in shape was obtained. The host tissue (microhabitat) processed with
histopathological techniques for parasite-host coevolutionary analysis.

Key words: Coevolution, Digenea, Anatidae, parasites, host, lineal morphology,
morphometric morphology
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Coevolucién de Digeneos y aves de Lerma

Introduccién

La coevolucion involucra cambios reciprocos entre dos 0 mas especies ya sea a
nivel genético, morfolégico o fisioldgico. De éstas, las modificaciones morfolégicas
son de las primeras sefiales de adaptacion. Los helmintos endoparasitos
dependen de las condiciones micro ambientales de sus hospederos y al mismo
tiempo, los hospederos deben desarrollar estrategias para evitar fuertes dafios o la
muerte a causa de los parasitos. La sobrevivencia de los individuos depende de
las interacciones con otras especies y su estudio puede proporcionarnos
informacion para comprender la dindmica de las poblaciones e interacciones
(Cribb et al., 2003)
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Coevolucién de Digeneos y aves de Lerma

l. Revisiéon de literatura

1.1.Coevolucion

La coevolucion puede definirse utiimente como un cambio evolutivo en un rasgo
de los individuos de una poblacion en respuesta a un rasgo de los individuos de
una segunda poblacidn, seguido de una respuesta evolutiva de la segunda
poblacién al cambio en la primera (Janzen, 1980)

La coevolucién implica cambios en dos o mas especies relacionadas y pueden ser
caracteristicas visibles 0 no. La adaptacion es una sefial de coevoluciéon y la
morfologia es una de las caracteristicas mas visibles que pueden revelar sefiales

de coevolucion (Thompson y Dirzo, 2009).

1.2.Parasitos Digeneos
La subclase Digenea Caruss, 1863, pertenece a la clase Trematoda. Presenta
alternancia de generaciones, normalmente dos generaciones asexuales en el
huésped intermediario, que cominmente es un molusco, y una generacion sexual
en huésped vertebrado. Generalmente hermafroditas. Son gusanos alargados,
tubulares, redondos o filamentosos. El tegumento puede presentar espinas.
Generalmente posee dos ventosas musculosas, a veces una y ocasionalmente
ninguna. Boca rodeada de la ventosa oral, prefaringe presente o ausente y faringe
muscular. Esofago normalmente presente, intestino bifurcado, ciego abierto al
exterior a través del ano o en vesicula excretora. De uno a dos testiculos de forma
variable, poro genital de posicion variable, generalmente ventral anterior,
ocasionalmente posterior o terminal, usualmente un ovario de forma y posicién
variable. Receptaculo seminal ausente o presente, usualmente canalicular o
uterino. Aparato de eliminacién seminal ausente o presente. Utero variable en
tamafio, forma y distribucion con parte final en metratermo muscular. Huevos
normalmente ovalados y operculados, ocasionalmente con espinas o filamentos.
Poro excretor unico, generalmente terminal o subterminal, ocasionalmente dorsal,

vesicula sacular en forma de I,V o Y (Gibson, 2002).
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Coevolucién de Digeneos y aves de Lerma

Los Digeneos tienen importancia debido a los efectos negativos que pueden
ocasionar en la fecundidad de sus hospederos, cambios en su comportamiento e
incluso la muerte (Pérez-Vilchis, 2019). La identificacion de estos organismos,
mediante claves taxondémicas, se basa en medidas lineales de diversos
caracteres, entre ellos el largo y ancho total, longitud y ndmero de ovarios y
testiculos, nUmero de asas uterinas, asi como la presencia o ausencia de espinas
u otras estructuras (Yamaguti, 1971; Barton & Blair, 2005). En estudios del género
Notocotylus, se han registrado nuevas especies y sinonimizado otras a partir de
diferencias en estructuras, por ejemplo, el nimero de papilas ventrales, la longitud
relativa del metratermo con la bolsa del cirro, el tamafio del es6fago, la extension
de la vitelaria en proporcion al cuerpo y la lobulacion de las gonadas (Behari Lal,
1935; Brooks & Heard 1ll, 1977; Boyce et al., 2012).

1.2.1 Familia Notocotylidae Luhe, 1909

Los trematodos de la Familia Notocotylidae son duelas monostomas, es decir, sélo
poseen ventosa oral; el cuerpo es alargado u oval, en la superficie ventral
presentan hasta cinco filas de glandulas unicelulares, y algunos géneros
presentan crestas o carecen de ambas estructuras, los huevos tienen apéndices
filamentosos muy largos en sus polos (Barton y Blair, 2005).

El género Notocotylus (Diesing, 1839), es cosmopolita, integra mas de 63
especies endoparasitas en ciegos y/o parte final del intestino delgado de aves,
incluido el grupo de las Anatidae y Rallidae (Boyce, et al., 2012). También se han
registrado como parasitos de pequefios mamiferos con afinidades acuaticas
(kinsella y Tkach, 2005; Chaisiri et al., 2011) y para el caso de las aves, se ha
registrado el mayor porcentaje de infeccion de Notocotylus attenuatus (Rudolphi,
1809) Kosaack, 1911, con 22%- 33.33 % y Notocotylus pacifera (Noble, 1933)
Harwood, 1939, con 26%-45.61% de infeccion en Fullica atra Linnaeus, 1758
(Kulisic et al., 2004), donde causan patologias, enfermedades e incluso la muerte
de sus hospederos (Graczyk y Shiff, 1993).
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Coevolucién de Digeneos y aves de Lerma

1.2.2 Familia Leucochloridiidae Poche, 1907

Las principales caracteristicas de esta familia son: cuerpo de tamafio medio, oval
o lanceolada, a veces cubierta por espinas. La ventosa oral usualmente bien
desarrollada, la ventosa ventral situada en la parte media del cuerpo y puede
ocupar gran parte del total corporal; faringe muscular bien desarrollada, eséfago
ausente, los ciegos terminan cerca de la parte posterior. Las gonadas en tandem o
en forma de triangulo, los ovarios entre los testiculos, poro genital sobre la
superficie dorsal del cuerpo, posterior a las gonadas. El Utero forma asas y ocupa
gran parte del cuerpo. Son parasitos del tracto alimentario y principalmente de la
cloaca en aves (Pojmanska, 2002)

El género Leucochloridium Carus, 1835, es un parasito comuan de aves, las cuales
se infectan mediante el consumo de caracoles portadores de la fase larvaria
esporocitos, de la especie parasita y los cuales se desarrollan en forma adulta
dentro del ave hospedera. Su identificacion morfolégica se basa en varias
caracteristicas como tamafio relativo de la ventosa oral y ventral, extension del
atero, forma de la bolsa del cirro, extension de la vitelaria, dimensiones de
estructuras reproductivas y de la forma del cuerpo, entre otras caracteristicas
(Rzad, et al., 2013)

1.3 Microhabitat

El tracto intestinal de las aves proporciona gran variedad de microhabitats para
diferentes especies de helmintos.
Los ciegos intestinales de las aves son prolongaciones del canal alimenticio
originado en la interseccion del intestino delgado y grueso. La presencia y
anatomia de esos ciegos en las aves, revela considerable variacion interespecifica
lo cual puede reflejar diferencias funcionales entre especies de aves. La anatomia
y funcion de los ciegos indican que pueden funcionar en:

1) Fermentacion bacteriana

2) Reciclar nitrogeno

3) Osmorregulacion

4) Absorcion de nutrientes
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5) Sintesis bacteriana de vitaminas
6) Respuesta inmunoldgica

La anatomia y fisiologia del tracto digestivo esta intimamente relacionada con los
hébitos alimentarios y de acuerdo con la disponibilidad de alimentos, pueden ser
modificados y a su vez ejercer cambios en el microhabitat (DeGolier et al., 1999).
Pocas aves estan restringidas a un alimento particular, muchos habitos
alimentarios estan influenciados por la disponibilidad de alimento, cambios
estacionales, experiencia y edad. El habito alimentario de las aves se designa por
el predominante contenido estomacal (51% o0 mas) ya sea granivora, herbivora,
omnivoro, insectivora, etc. Anas discors Linnaeus, 1976, se considera granivora,
Aythya collaris Edward Donovan, 1809, hervibora, Gallinula galeata (Lichtenstein,
1818, herbivora y Fulica americana Gmelin, 1789, omnivora. Las aves con ciegos
mas largos corresponden a las herbivoras, omnivoras y granivoras, entre ellas las
Anseriformes y Gruiformes, mientras que las nectarivoras y piscivoras tienen los
ciegos mas cortos (DeGolier et al., 1999). En los afios de 2004-2005, Col6n-
Quezada realiz6 un andlisis de la composicion de la dieta del pato mexicano Anas
diazi Ridgeway, 1886, donde se observé una dieta vegetariana con predominio de
semillas y minimo consumo de invertebrados. Ademas, se evidencio variacion de
70% de la dieta entre los dos afios, atribuible a la disponibilidad anual del alimento
(Col6n-Quezada, 2009)

Dziala-Szczepaficzyk y Charuta (2010), registraron diferencias morfolégicas
asimétricas (largo y ancho) en ciegos intestinales de aves interespecificas,
atribuibles a la presencia de parasitos, estado fisioldgico y periodo reproductor, sin
hallar correlacion con las dimensiones corporales del ave, pero si con el contenido
de fibra en su dieta.

La longitud cecal es un indicador de ingesta de celulosa, sin embargo aunque es
de suponer que aquellas aves no herbivoras presentan ciegos poco desarrollados
no es asi, y el hecho se atribuye a otro tipo de proteinas ingeridas como la quitina,
en el caso de las aves que consumen insectos y pequefos vertebrados, ademas
se sugiere que asi como la ingesta de celulosa incluye microbios celuloliticos, de
forma analoga la ingesta de quitina incluye la presencia de microbios
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degradadores de quitina, aunque en algunas aves como las Passeriformes
secretan quitinasas que evitan el uso de los ciegos para degradar quitina. La
presencia de ciegos largos en especies no herbivoras puede reflejar otras
funciones. Los ciegos de herbivoros como Anseriformes, Galliformes y Gruiformes
han sido clasificados histologicamente como intestinales debido a su anatomia

similar a la del intestino delgado (DeGolier et al., 1999).

1.4 Aves migratorias y residentes en Lerma

Las ciénegas de Lerma, decretada como area de proteccién de flora y fauna a
nivel federal, se localizan en los alrededores de los municipios de Almoloya del
Rio, Lerma y Atarasquillo en el Estado de México. La reserva incluye tres cuerpos
de agua separados entre si, conocidos como Chiconahuapan, Chimaliapan y
Chignahuapan. En conjunto cubren una extension de 3023 hectéareas. Son los
humedales remanentes mas extensos del centro de México. Las ciénegas
presentan diferentes habitats, zonas profundas, zonas con vegetacion emergida,
zonas de vegetacion inundada y zonas de vegetacion riparia. Mantienen una alta
diversidad de flora y fauna acuaticas, incluye decenas de especies endémicas y
en riesgo de extincion, muchas exclusivas de las ciénegas. También son
importantes para el mantenimiento de las aves acuéticas migratorias, ya que son
el habitat mas extenso en la region el cual provee de refugio y alimento a aves
migratorias de Estados Unidos, Canada y Norte de México. En la region de las
Ciénegas de Lerma se han registrado alrededor de 150 especies de aves
silvestres. Entre las aves migratorias se encuentran: Anas acuta, A. crecca, A.
clypeata, A. cyanoptera, A. discors, A. strepera, A. americana, Aythya affinis, A.
americana y A. valisineria, mientras que entre las residentes se encuentran:
Gallinago gallinago, Gallinula galeata, Fulica americana, entre otras (RAMSAR,
2003).

1.5 Relacion parasito-hospedero
La explotacién es un tipo de interaccion consecuencia de la gran diversidad de

organismos parasitos que existen, con ciclos de vida muy simples o complejos,
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dependiendo, entre otras cosas, del tipo de dispersidn entre hospederos, estas

interacciones son muy variadas (Soler, )

La especificidad hospedera es uno de los temas mas estudiados en cuanto a
interacciones parasito-hospedero. En estudios realizados acerca de la
especificidad hospedera y filogenia de parasitos monogeneos del género
Cichlidogyrus y Scutogyrus, no encontraron relacion significativa. Sin embargo, si
hallaron estrecha relacion entre la morfometria del aparato de adhesion de los
monogeneos con la especificidad hospedera y la filogenia del parasito, ademas de
hacer énfasis en la importancia de los hospederos intermediarios para el

desarrollo de las fases larvarias de los parasitos (Mendlova y Simkova, 2014).

Otros estudios realizados acerca del andlisis de variacion de la forma de escleritos
del haptor de monogeneos y la relacion con el hospedero, donde se han registrado
similitudes morfolégicas a la par de similitudes epidemiolégicas, sin embargo, no
hay relacion entre especificidad hospedera y modularidad morfolégica (Vignon et
al., 2011).

Valero y colaboradores (2001) realizaron un estudio para cuantificar la influencia
de los hospederos sobre la morfometria de los adultos de Fasciola hepatica y sus
huevos, donde observaron una estrecha relacién entre el tamafio corporal del

Digeneo, en proporcion a la masa del hospedero.

1.6 Analisis de las formas Biolégicas
Una técnica moderna de apoyo al estudio de formas bioldgicas es la morfometria
geomeétrica, la cual, se basa en el concepto propuesto por Kendall (1977), a partir
del siguiente supuesto: “forma es toda la informacion geométrica que resulta de
retirar los efectos de la posicion, escala y rotacion de un objeto”, es decir, la forma
del objeto en estudio se describe con base en la relacion espacial entre sus partes
o configuracibn geométrica, mientras la morfometria tradicional solo se basa en
dimensiones y el tamafio como dato numérico sin considerar la informacién
bidimensional o tridimensional (Toro et al., 2010). Con la técnica de morfometria

geomeétrica se puede obtener informacion para su analisis, a partir de casi
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cualquier estructura biolégica, una parte de ella o en conjunto, incluso, estructuras
qgue de acuerdo a su naturaleza son dificil de medir de forma tradicional, como es
el estudio de P4ez-Colasante y Aldana (2008), quienes realizaron el analisis de
huevos de cinco especies del género Rhodnius Stal (Heteroptera, Reduviidae,
Triatominae), por primera vez, con herramientas de morfometria geométrica, ,
donde obtuvieron la configuracion geométrica del borde corial y de collar de los
huevos, cuyas estructuras carecen de simetria bilateral. Sus resultados no
muestran diferencias significativas en cuanto al tamafio de los huevos, sin
embargo, encuentran diferencias estadisticamente significativas entre las
configuraciones de las especies analizadas, con lo cual amplian el conocimiento
de los caracteres que discriminan entre especies del género Rhodnius.

Soto-Vivas y colaboradores (2011), realizaron un estudio de los Triatominae de
Venezuela, acerca de la variacion de la arquitectura alar, para lo cual utilizaron
herramientas de morfometria geométrica en combinacién con analisis cladisticos,
con lo que determinan las diferencias y cambios en tamafio y conformacién como
apoyo a la taxonomia y sistematica de las especies de la tribu Rhodniini; sus
resultados coinciden con otros estudios moleculares y enzimaticos.

En Platelmintos, se determiné la variacion morfolégica interespecifica, de
estructuras del o6rgano de fijacion del género Cichlidogyrus (Monogenea), las
cuales son caracteristicas de importancia taxonomica. Con morfometria
tradicional, hallaron inconsistencias en la interpretacion de la variacion de las
formas, en cambio, con técnicas de morfometria geométrica, obtuvieron tres
morfotipos de especies del género, con base en estructuras de mayor variacion de
la forma (Vignon et al.,, 2011). Para Acantocéfalos se realiz6 un analisis
morfométrico tradicional y geomeétrico a estructuras de fijacion de Polymorphus
trochus en aves residentes de Chimaliapan, Estado de México, y donde se
identificaron diferentes morfotipos de acuerdo con la especie hospedero,
microhabitat, el sexo y estado de desarrollo del parasito (Caballero-Vifias et al.,
2019).
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2 Justificacion

Los Digeneos han desarrollado estrategias para coexistir en los microhabitats
extremos, como intestinos y ciegos intestinales, mientras que los hospederos
deben resistir las parasitosis de varias especies, por o que es necesario conocer
las condiciones vitales para el parasito, adaptaciones, exaptaciones y estrategias
en el microhabitat especifico que le permiten coexistir y continuar su ciclo de vida,

asi como la relacion evolutiva interespecifica parasito-hospedero.

3  Hipobtesis

Los Digeneos parasitos de aves migratorias y residentes presentaran sefales de
evolucion morfologica de acuerdo con su habitat especifico, caracteristicas del
microambiente e historia de vida de las aves hospederas.

4  Objetivos
4.2 General: Analizar la coevolucion morfolégica de Trematodos Digeneos
(Notocotylidae y Leucochloridiidae) con sus respectivos microhabitats
proporcionados por aves migratorias (Anatidae) y residentes (Rallidae) de la
zona de las ciénagas de Lerma
4.3 Particulares:
Identificar las especies de Digeneos (Notocotylidae y Leucochloridiidae)
pardsitos de aves migratorias (Anatidae) y residentes (Rallidae) de Lerma.
» Analizar con morfometria lineal y geométrica, estructuras homélogas en
especimenes de Digeneos de ejemplares depositados en diferentes
colecciones de Helmintos.
» Descripcion del microhabitat de los parasitos
» Definir las relaciones coevolutivas parasito-hospedero de Digeneos
(Notocotylidae y Leucochloridiidae) con sus hospederos definitivos

(Anatidae y Rallidae) de los humedales de Lerma, Estado de México
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5 Material y Métodos

5.2 Zona de estudio
Las Ciénegas del Lerma, decretadas como &rea de proteccion de flora y fauna a
nivel federal, se localizan en los alrededores de los municipios de Almoloya del
Rio, Lerma y Atarasquillo en el Estado de México, en la zona central del pais
(Figura 1).
La reserva incluye tres cuerpos de agua separados entre si que cubren una
extension total de 3023 ha. Estas lagunas son Chicnahuapan en Almoloya (596
ha), Chimaliapan en Lerma (2081 ha) y Chiconahuapan en Atarasquillo (346 ha).
Se encuentran entre las coordenadas 19° 21’ Latitud Norte y 99° 31’ longitud
Oeste (Zepeda-Gémez et al., 2012).
El clima es templado subhimedo C(w2)(w)b(i)g segun la clasificacion de Kéeppen.
La precipitacion media anual es de 800 a 1200mm. Las temperaturas maximas y
minimas anuales son 20.4 °C y 3.5 °C con 11.9 °C en promedio (Gobierno del
Estado de México II, 1993). Ademés de lo anterior, las Ciénegas de Lerma son
decretadas area natural protegida el 8 de julio de 1978, y en febrero de 2004 se
designa como “Humedal de Importancia Internacional” en la convencion de
humedales RAMSAR (RAMSAR, 2013).

T
\ Chiconahuapan
D
\
\

19°20°

19°15'
4

Ch aliapan

|||||,
) Sant
b

19°10°
|

C !coec
99°35 99'0‘ 99°25

Figura 1 Ubicacién de las Ciénagas de Lerma, Estado de México (tomado de Zepeda-
Gomez y col., 2012)

Aguilar-Morales 9



Coevolucién de Digeneos y aves de Lerma

5.3 Hospederos

Las aves de las ciénagas de Lerma se obtuvieron mediante donacion de
cazadores de la zona. Se incluyen algunos ejemplares de aves residentes Fulica
americana y Gallinula galeata, asi como aves migratorias Anas discors, A.
clypeata, A. cyanoptera y Aythya affinis. Se realizé la diseccidon de las aves en el
laboratorio de sistemas Biosustentables, y en algunas ocasiones se refrigeraron
los organismos por no mas de 24 horas para su revision Helmintoldgica ( Olivares-
Orozco et al., 2001). La revisidbn helmintolégica de los hospederos, incluye la
inspeccion de érganos del sistema digestivo, ciegos intestinales por secciones
(proximal o CIP, media o CIM y distal o CID) y la cloaca en busca de especimenes
(Chen et al.,, 2002). Se tomaron datos meristicos de cada seccion, también se
conservaron muestras del tejido donde se encontraban adheridos los
especimenes y se fijaron en Bouin para su posterior procesamiento histolégico
(Aguilar-Morales et al., 2013)

6.2.1 Notocotylidae

Los organismos del género Notocotylus, se extrajeron y limpiaron de materia
organica con pinceles y solucién salina 0.7%, se aplanaron ligeramente entre dos
portaobjetos para su fijacion por capilaridad con formol caliente 4%,
posteriormente, se tifieron siguiendo la técnica Paracarmin de Meyer y se
montaron las preparaciones con balsamo de Canada (Lamothe-Argumedo, 1997).

La identificacion de las especies parasitas se realizO6 mediante taxonomia
tradicional a partir de las claves de Yamaguti (1971), Barton y Blair (2005) y
descripciones especificas de Stunkard y Dunihue (1931); Behari Lal, (1935); Eom
et al., (1984) y Guillén y Morales (2003).

6.2.2 Leucochloridiidae
Los organismos del género Leucochloridium se extrajeron con ayuda de pinceles y
agujas de diseccion, se utilizo la fijacion con formol caliente 4%, posteriormente se

enjuagaron y permanecieron en alcohol 70% hasta la tincion mediante técnica de
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Hematoxilina de Harris (Cuadro 1; Aguilar Morales et al. 2013) y finalmente se
montaron las preparaciones con balsamo de Canada (Lamothe-Argumedo, 1997).
La identificacion de los organismos parésitos se realizO mediante claves
taxondmicas (Pojmanska, 2002) y descripciones especificas (Bakke, 1978a;
Lewis, 1974). Ademas, para el andlisis, se incluyeron ejemplares de
Leucochloridium variae, de la Coleccion Nacional de Helmintos de la Universidad
Nacional Autbnoma de México, los cuales parasitaban Jacana spinosa Linnaeus,
1758, colectadas en el Estado de Tabasco.
Se digitalizaron las imagenes de las preparaciones helmintolégicas mediante
microscopio estereoscopico Olympus SZX7 con objetivo DFPL2x-4 conectado a
camara Olympus modelo E-620 IS para su analisis morfométrico.
Ademas, para ambos taxones, se incluyeron ejemplares de la Coleccién Nacional
de Helmintos del Instituto de Biologia de la UNAM, y algunos de la coleccién de
Helmintos del laboratorio de Recursos Biosustentables de la UAMéx (Cuadro 2 y
3)
5.4 Morfometria lineal
Para morfometria lineal se obtuvieron medidas de estructuras con importancia
taxon6mica, por medio del programa ImageJ, las estructuras principales son:
Longitud total, ancho total, ventosa oral largo y ancho, longitud uterina, longitud
de vitelaria, largo y ancho de testiculos, largo y ancho de ovarios y area
uterina.
Con los datos obtenidos se realiz6 un Analisis de Componentes Principales
para conocer el porcentaje de variacion de los datos y reducir la
dimensionalidad, y con el analisis de Funciones discriminantes se visualizaron
agrupaciones (McGarigal et al, 2000). Todos los analisis se realizaron con el
software Statgraphics Centurion XVI.I ®.
5.5 Morfometria geométrica
Las imagenes de los organismos se digitalizaron y procesaron mediante la
paqueteria Integrate morphometry package (IMP) y la paqueteria Thin plate spline
(TPS). En Make fan se marcaron puntos de apoyo y abanicos para ubicar
landmarks y semilandmarks. En TPSutil se construyeron las carpetas
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correspondientes para procesar las imagenes, en TPSdig se digitalizaron
landmarks y semilandmarks de referencia, distribuidos en el perimetro de los
organismos y homologos en toda la muestra (Toro et al., 2010) para cada género
parasito, mientras que en Coord gen se realizé un andlisis de Procrustes o ajuste
de datos para eliminar el efecto del tamafio y rotacion y en semiland8 se alinearon
landmarks y semilandmarks. En los médulos PCA gen se realizé el analisis de
Componentes Principales para conocer el porcentaje de variacion de los datos, asi
como obtencién de morfotipos con la herramienta de funcion de interpolacion de
placas delgadas o Thin Plate Spline (Bookstein, 1991) y en CVA gen se realiz6 el

analisis de variables candnicas para visualizar subgrupos.

5.6 Histologia del microhabitat

Se tomaron muestras de tejido del microhabitat como son: las secciones de los
ciegos intestinales, cloaca y colon. Se fijé el tejido en solucién de Bouin por unas
horas y posteriormente lavados y permanencia en etanol 70% hasta la
deshidratacion, posterior aclaramiento, infiltracién e inclusion en parafina (Cuadro
4)

Posteriormente se realizaron cortes de cada muestra de tejido, de 7micras de
espesor con micrétomo Leika RM 2125RT y se montaron los cortes con ayuda de
solucién de grenetina 0.4%. Los cortes se procesaron con la técnica de tincién de
hematoxilina de Gill-eosina (Cuadro 5; Rivas, 2008) posteriormente se realizaron

analisis meristicos y descriptivos.

7 Resultados

Se obtuvieron dos articulos cientificos, uno ya ha sido publicado en Acta Zooldgica
Mexicana (nueva serie) y el segundo se encuentra en revision de la misma revista.
Un tercer articulo se encuentra en proceso de redaccion.

7.1 Organismos del género Notocotylus

En el articulo intitulado “Variaciones morfométricas del género Notocotylus
(Digenea: Notocotylidae), parasitos de aves acuaticas (Rallidae y Anatidae) en las

ciénegas de Lerma, Estado de México”, publicado en la revista Acta Zoologica
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Mexicana (nueva serie), se realizé un andlisis con morfometria lineal y geométrica
a tres especies del género Notocotylus, realizado por primera vez en organismos
de esta Clase, en diferentes hospederos (aves migratorias y residentes) y
localidad, donde se obtuvieron variaciones morfométricas relacionadas con
estructuras reproductivas, variaciones morfolégicas intraespecificas en
hospederos residentes, asi como diferentes morfotipos de acuerdo al hospedero y
localidad.

7.2 Organismos del género Leucochloridium

En el articulo enviado “Variaciones morfométricas de Leucochloridium variae
(Digenea: Leucochloridiidae), parasitos de aves acuaticas (Rallidae) en el humedal
de Chimaleapan, Lerma, Estado de México”, se realizd6 el analisis lineal y
morfométrico de los organismos parasitos (Fig. 1), los cuales se obtuvieron de la
cloaca, y en algunos casos en el ultimo segmento del colon, de las aves
residentes Fulica americana y Gallinula galeata, ademas se incluyeron ejemplares
de la Coleccion Nacional de Helmintos de la UNAM, extraidos de cloaca de
Jacana spinosa Linnaeus, 1758. En total se analizaron 51 individuos de la especie
Leucochloridium variae, obtenidos de cloaca y algunos de la seccion cloaca-colon

de los hospederos.

Para el andlisis lineal, se obtuvo la discriminaron estadistica de los organismos
parasitos de acuerdo con la especie hospedera y microhabitat, con mayor
variacion en longitud total y acetabular. Respecto al andlisis de morfometria
geomeétrica, no se obtuvo variacibn morfométrica estadisticamente significativa, se
obtuvo un morfotipo para todos los ejemplares de diferentes especies hospederos
y localidad (ver anexos)

7.3 Descripcion histolégica del microhabitat, hospederos

Para el tercer articulo cientifico se realiza el andlisis histopatolégico de ciegos
intestinales, colon y cloaca de algunos de los ejemplares hospederos en estudio.
Para el analisis de los ciegos intestinales, se subdividieron en 3 segmentos: ciego

intestinal proximal (CIP), ciego intestinal medio (CIM) y ciego intestinal distal (CID).
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Con las muestras histoldégicas de ciegos, colon y cloaca se realizaron cortes
transversales de 7 um de cada segmento (Figura 2 y 3) y se obtuvo la meristica

promedio de las principales estructuras, como se muestra en la siguiente tabla.

Hospedero Seccion | Mucosa | Muscular de | Muscular | Muscular Longitud de
(espesor | lamucosa interna externa vellosidad
enum) | (espesoren | (espesor | (espesor (um)

pm) en pum) en pum)
Fulica americana | CIP 415 37 456 84 343
CIM 770 44 501 100 480
CID 170 32 153 27 200
Gallinula galeata | CIP 609 35 238 36 491
CIM 341 17 230 45 388
CID 256 36 98 44 197
Anas clypeata Cl 234 16 142 13 194
Anas cyanoptera | CIM 195 33 154 27 175
CID 133 23 104 26 224
Colon 598 36 297 36 546
Anas discors CIM 400 42 247 28 351

Figura 2-Corte transversal de Ciego intestinal de Fulica americana (de izquierda a derecha, corte
de Ciego intestinal proximal, medio y distal) MU: mucosa; MM: muscular de la mucosa; Ml:
musculatura interna; ME: musculatura externa. Barra 200 pm

Figura 3- Corte transversal de ciego intestinal de Gallinula galeata (de izquierda a derecha corte
de Ciego intestinal proximal, medio y distal) MU: mucosa; MM: muscular de la mucosa; Ml:
musculatura interna; ME: musculatura externa. Barra 2007Zm
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8 Discusion general

Los Digeneos del presente trabajo se identificaron de acuerdo con las
descripciones y claves taxondmicas de Yamaguti (1971), Barton & Blair (2005) y
descripciones especificas de Stunkard & Dunihue (1931); Behari Lal, (1935); Eom
et al., (1984) y Guillén & Morales (2003) para los Notocotylidae. Mientras que, para
los Leucochloridiidae, se utilizaron las claves de Pojmanska (2002) y Mcintosh
(1932).

Los organismos del género Notocotylus parasitan ciegos intestinales de aves
migratorias y residentes, donde encuentran las condiciones ambientales para
completar su desarrollo y reproducciéon (MacKinnon, 1982; Kulisic et al., 2004). En
el andlisis morfométrico de las estructuras anatomicas, se obtuvieron diferentes
morfotipos de acuerdo con la especie hospedera, asi como localidad. Los
organismos Notocotylus attenuatus y N.seineti, parasitos de cuatro especies de
aves migratorias y diferentes localidades, conforman un morfotipo, mientras que
Notocotylus pacifera de dos especies de aves residentes conforman dos
morfotipos de acuerdo a la localidad. Lo anterior puede deberse a la variacion de
las condiciones del microhdabitat que proporcionan las aves, donde los Notocotylus
de aves migratorias se han adaptado a los cambios que ofrece el hospedero,
como lo son las variaciones en la ingesta alimentaria (Colén-Quezada, 2009),
mientras que Notocotylus pacifera de aves residentes presenta plasticidad
fenotipica que es la habilidad de un organismo para expresar diferentes fenotipos
dependiendo del ambiente bidtico o abidtico (Agrawal, 2001).

Leucochloridium variae es un Digeneo ovalado, aplanado ventralmente y convexo
dorsalmente, posee una ventosa oral subterminal, acetadbulo ligeramente post
ecuatorial, faringe musculosa, ciegos intestinales que se prolongan casi hasta la
parte posterior del organismo, gdénadas esféricas similares en tamafio, post
acetabular y en area intercecal, forman un triangulo, el testiculo anterior cerca del
ciego derecho, el testiculo posterior cerca del ciego izquierdo y el ovario
inmediatamente anterior al testiculo posterior. La bolsa del cirro es ovalada y se
encuentra entre la parte final de los ciegos intestinales, la vitelaria inicia a la altura

de la faringe y en algunos casos desde la parte media de la ventosa oral y se
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extiende hasta la parte posterior a nivel de la bolsa del cirro, el Utero en area
intercecal con asas hasta los lados de la ventosa oral.

Los organismos de Leucochloridium variae, en su mayoria fueron extraidos de la
cloaca y so6lo algunos de la parte final del colon de las aves residentes Gallinula
galeata y Fulica americana, de dos localidades en las Ciénagas de Lerma,
también se incluyeron ejemplares de Jacana spinosa de una localidad del Estado
de Hidalgo para el andlisis morfométrico, con lo cual, se obtuvo sélo un morfotipo
cuyos puntos anatomicos de referencia no presentaron variaciones significativas
de acuerdo a especie hospedera o localidad. Sin embargo, en el analisis con
morfometria tradicional, la longitud total, longitud del acetabulo, longitud de ovario
y area del acetdbulo son los caracteres con mayor variacion y permiten la
discriminacion de organismos de L. variae en el presente estudio en cuatro grupos
de acuerdo a la especie hospedera y microhabitat, lo que corresponde con
Falconer (1981; tomado de Soto-Vivas, 2011) quien indica que los caracteres
métricos son los primeros que cambian en el transcurso de la evolucion, como
respuesta a la demanda del genoma y del entorno, por lo tanto las variaciones
métricas entre organismos parasitos del presente estudio, podrian estar
influenciados por los héabitos alimentarios del hospedero y sus fluctuaciones, asi
como la disponibilidad de recursos en su ambiente, ademas, la anatomia y
fisiologia de cada especie hospedera, podria influir en el parasito y su dinamica de
migracion dentro del organismo hospedero, pues los genotipos solo pueden
cambiar su quimica, fisiologia, desarrollo, morfologia o desarrollar respuesta al
ambiente (Agrawal, 2001).

En el analisis meristico del tejido de ciegos y colon, se identific6 una menor
longitud de vellosidades en el segmento de distal (CID), que es donde localizaron,
en la mayoria de los casos, los organismos del género Notocotylus, mientras que
otros ejemplares pequefios e inmaduros en sus estructuras reproductivas, fueron
localizados en la parte media y proximal de los ciegos donde hay mas actividad
peristaltica. En cuanto a los organismos de la especie Leucochloridium variae, se
localizaron en la capa serosa del colon, en su mayoria, donde no hay vellosidades,
pero si un area oOptima para la adhesion de sus ventosas. Lo anterior debe
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considerarse ya que los parasitos pueden ser especialistas a un recurso del

hospedero y no al taxon del hospedero (Campiao et al., 2015)

9 Conclusiones generales
Los organismos del género Notocotylus son pardsitos de aves residentes y
migratorias

Los organismos de la especie Notocotylus pacifera, presentan variacion
morfologica intraespecifica en aves hospederas residentes

Los organismos de la especie Notocotylus seineti, se han adaptado a los cambios
del microhabitat proporcionado por sus hospederos de habitos migratorios.

Los organismos de Leucochloridium variae son especificos para aves residentes
Fulica americana y Gallinula galeata.

Los Leucochloridium variae, no presentan variaciones intraespecificas de acuerdo
con el hospedero o localidad

El proceso de coevolucion morfologica parasito-hospedero se puede evidenciar
con las condiciones anatdémicas vy fisiolégicas que proporciona el hospedero, con
influencia de las condiciones del ambiente externo.
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11 Anexos

11.1 Cuadros complementarios

Cuadro 1 Tincién modificada de Hematoxilina para Leucochloridium variae

Hidratacion

OH70% 10min

OH50% 10min

OH 30% 10min

OH 10% 10min

Agua destilada 10min

Tincién

en Hematoxilina de Harris de 2-5 min

Agua corriente 10min

Agua destilada 5min

Diferenciacion

en OH acidulado (ac, acético glacial 0.05%) checar la
concentracign***

Lavados

Dos lavados de 5 min cada uno en agua destilada

Deshidratacion

OH 10% 10min

OH 30% 10min

OH50% 10min

OH70% 10min

OH96% 10min

OH absoluto 25min

Aclarar en salicilato de metilo de1-3 min
Montaje En balsamo de Canada
Hidratacion OH70% 10min
OH50% 10min
OH 30% 10min
OH 10% 10min
Agua destilada 10min
Tinciéon en Hematoxilina de Harris de 2-5 min

Agua corriente 10min

Agua destilada 5min

Diferenciacion

en OH acidulado (ac, acético glacial 0.05%) checar la
concentracign***

Lavados

Dos lavados de 5 min cada uno en agua destilada

Deshidratacion

OH 10% 10min

OH 30% 10min

OH50% 10min

OH70% 10min

OH96% 10min

OH absoluto 25min

Aclarar

en salicilato de metilo del-3 min

Montaje

En balsamo de Canada
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Cuadro 2 Organismos parasitos del presente trabajo en aves residentes

HOSPEDERO residente (n)

Fulica americana (24)

Gallinula galeata (10)

Jacana spinosa

MICROHABITAT

ciego intestinal

Cloaca, colon e
intestino posterior

ciego intestinal

cloaca

cloaca

PARASITO

Notocotylus pacifera

Notocotylus pacifera (1202
CNHIBUNAM)

Leucochloridium variae

N. pacifera

Leucochloridium variae

Leucochloridium variae

(241-25 CNHIBUNAM)

Cuadro 3 Organismos parasitos del presente trabajo en aves migratorias

HOSPEDERO migratorio (n)

MICROHABITAT

PARASITO

Anas clypeata (13)

ciego intestinal

Notocotylus seineti

Anas discors (7)

ciego intestinal

N. seineti

Notocotylus seineti (B07009
CHLSBUAEMEéX)

Anas cyanoptera (9)

ciego intestinal

Notocotylus seineti

Aythya affinis (1)

ciego intestinal

N. attenuatus (B0O3001
CHLSBUAEMEéX)
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Cuadro 4 Proceso de deshidratacion-inclusion de tejido histolégico

3 lavados Etanol 70% 5 min c/u
deshidratacién Etanol 70% 30min
Etanol 80% 40min
Etanol 80% 50min
Etanol 96% 50min
Etanol 100% 50min
Etanol 100% 50min
Aclaramiento Etanol-xileno 50min
Xileno 50min
Xileno 50min.
Infiltracion Paraplast-plus 3 hrs
Paraplast-plus 9hrs
Inclusion Paraplast-plus

*para los trematodos se redujo el tiempo de deshidratacién y aclaramiento -15min.

Cuadro 5. Técnica de tincidon de hematoxilina de Gill-eosina

Desparafinar 2 cambios en xilol 15min clu
Dos cambios de Xilol- etanol absoluto 5min c/u
Etanol absoluto 5min
Hidratar Etanol 96% 5min
Etanol 70% 5min
Etanol 50% 5min
Colocar los cortes en agua destilada
Tincién Hematoxilina de Gill 10-15min (segun tejido)
Lavados Tres con agua de la llave

Lavado rapido en alcohol acidulado
para eliminar exceso de hematoxilina

En solucion de Carbonato de Litio para
gue vire color azul

agua corriente tres cambios

con agua destilada

Deshidratacion

Etanol 50%

2 min

Etanol 70%

2min

Tincién Eosina 1-2 segundos (segun tejido)
Deshidratacion Etanol 70% (dos cambios) 5min c/u

Etanol 96% (dos cambios) 5min c/u

Etanol absoluto 5 min

Absoluto-xilol (dos cambios) 5min c/u

Xilol (dos cambios) 5min c/u

Montar

Balsamo de canada

(Tomado de Caballero-Vifias, modificado de Rivas, 2008)
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contorno de la forma y estructuras internas. Los resultados de morfometria lineal sugieren que la
discriminacion de grupos se basa en longitud total, longitud del acetabulo, longitud del ovario y
area del acetabulo. El analisis con morfometria geométrica evidencia baja variacion de la forma y
un morfotipo para todos los subgrupos, sin presentar efectos en la forma, el microhabitat, hospedero
o localidad. Finalmente, la morfometria geométrica podria ayudar a mejorar la identificacion de
Leucochloridium variae.

Palabras clave: Trematoda; morfotipo; endoparésitos; morfometria geométrica; hospederos;
humedal

ABSTRACT: Leucochloridium variae (Trematoda: Digenea) is a specie of cosmopolitan
endoparasites trematodes hosted in the cloaca of birds. It’s identification is based on anatomical and
morphometric characteristics. In this study we used traditional lineal morphometry and geometric
morphometryc analysis in some organisms, wich parasitize two species of ralidos birds in
Chimaleapan marshes, in Lerma, México. For analysis, we formed groups according to host,
microhabitat, and locality. For study of the form, 29 reference points were analized distributed in
the shape of the organism and internal structures. Linear morphometric results suggest that
discrimination groups are based on total length, acetabulum length, ovary length, and acetabulum
area. Analysis with geometric morphometry showed low variation in shape and a morphotype for
all groups, with no effect on shape, microhabitat, host or locality. Finally, geometric morphometry
could help improve the identification of Leucochloridium variae.

Key words: Trematoda; morphotype; endoparasites; geometric morphometry; host; marshes.

INTRODUCCION

La familia Leucochloridiidae Poche, 1907, se caracteriza por su forma ovalada, cubierta por finas
espinas, ventosas y faringe muscular bien desarrollada, ciegos largos, ovario usualmente entre los
testiculos, bolsa del cirro, vitelaria en dos hileras largas, el Utero forma numerosas asas que se
extienden en gran parte del organismo, la fase adulta parasita el tracto alimentario (cloaca y Bolsa
de Fabricio) de aves, mientras la fase intermedia parasita invertebrados usualmente Gasterépodos.
El género parasita principalmente la cloaca de Passeriformes y su distribucién cosmopolita. El
arreglo de las génadas en tridngulo o tandem, las asas uterinas pueden extenderse hasta la parte
media de la ventosa oral. La ventosa ventral o acetdbulo en la parte media del organismo
(Pojmanska, 2002). La taxonomia del género se ha basado en las especies de hospederos, asi como

la descripcion y meristica de adultos a partir de organismos por infeccién experimental, asi como
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descripciones de estados larvarios, lo cual ha ocasionado inestabilidad en la taxonomia del género
(Bakke, 1978a; Lewis, 1974).

La morfometria geométrica es una herramienta utilizada para estudiar las formas biolGgicas
mediante la informacion geométrica de la forma y la relacion espacial entre sus partes o
configuracion geométrica (Bookstein, 1991; Toro et al., 2010). Se ha evidenciado la eficiencia de
esta herramienta en discriminacion de especies de triatominos (Heteroptera) a partir de la
configuracion geométrica del borde corial y del collar de huevos (Paez-Colasante & Aldana, 2008;
Aguilar-Morales et al., 2022). También se ha utilizado como complemento en estudios cladistas en
hemipteros, a partir del andlisis de arquitectura alar (Soto-Vivas et al., 2011), en el analisis de
modularidad interespecifica de érganos de adhesion de platelmintos (Vignon et al., 2011) y la
variacion intraespecifica en estructuras de fijacion de acantocéfalos (Caballero-Vifias et al., 2019).
En trematodos, se ha analizado la forma corporal de metacercarias con morfometria geométrica
(Repkin et al., 2020) y en organismos adultos del género Notocotylus (Digenea: Notocotylidae), a
partir del andlisis de la forma se evidenciaron morfotipos intraespecificos e interespecificos
(Aguilar-Morales et al., 2022)

El objetivo del presente estudio fue analizar mediante morfometria tradicional y geométrica, la
forma de los organismos de Leucochloridium variae, parasito de aves acuéticas de los humedales de
Lerma, Estado de México.

MATERIAL Y METODOS

Sitio de estudio: colecta de parasitos. Las aves se obtuvieron por donacién de cazadores locales
durante el periodo de febrero de 2015 a marzo 2017 en el humedal de Chimaliapan (19° 14" 31.0”
N; 99° 28'53.9” O; Martinez-Haro et al., 2012) en la localidad de San Pedro Tultepec, del
municipio de Lerma, en el Estado de México (Fig 1). La identificacion taxondmica de las aves se
realiz6 con guias de campo de Preston (1998) y Van Perlo (2006).

Las aves se trasladaron al laboratorio de sistemas Biosustentables de la UAEMEéx, donde se realizd
la diseccion y examen helmintoldgico de su aparato digestivo con ayuda de microscopio
estereoscopico modelo Olympus SZX7. Los organismos del género Leucochloridium se extrajeron
y limpiaron de materia orgénica con uso de pinceles y solucién salina 0.7%, se aplanaron
ligeramente entre dos portaobjetos para su fijacion por capilaridad con formol 4% caliente, se
enjuagaron con alcohol 70%, posteriormente se tifieron mediante técnica modificada de
Hematoxilina de Harris (Aguilar-Morales et al., 2013), algunos organismos con Paracarmin de
Meyer y se montaron con balsamo de Canada (Lamothe-Argumedo, 1997).

La identificacion de los organismos parasitos se realizd mediante claves taxondmicas (Pojmanska,

2002) y descripciones especificas (Bakke, 1978a; Lewis, 1974) (Cuadro 1). Ademas, se incluyeron
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ejemplares de Leucochloridium variae, de la Coleccién Nacional de Helmintos de la Universidad
Nacional Auténoma de México, los cuales parasitaban Jacana spinosa Linnaeus, 1758. En total se
analizaron 51 individuos de la especie Leucochloridium variae, obtenidos de cloaca y algunos de la
seccién cloaca-colon de diferentes hospederos. Los organismos se agruparon bajo los siguientes
criterios: hospedero, microhabitat y localidad (Cuadro I1). Se tomaron fotografias de cada ejemplar
mediante un microscopio estereoscépico Olympus SZX7® conectado a una cdmara Olympus E620
IS® para su posterior analisis por morfometria lineal y geométrica.

Morfometria lineal. Mediante la paqueteria ImageJ 1.43u® se obtuvieron las siguientes variables:
Longitud total (LT), ancho total (AT), longitud de vitelaria (LV), longitud de ventosa oral (LV0),
ancho de ventosa oral (AV0), area de ventosa oral (ArVo), longitud faringe (LF), ancho de faringe
(AF), longitud de acetabulo (LA), ancho de acetabulo (AA), longitud de ovario (LOva), ancho de
ovario (AOva), longitud testicular (LTest), ancho testicular (ATest), area testicular (ArTest) y area
total del organismo (ArT) (Fig 2).

Los datos obtenidos se procesaron mediante Analisis de componentes principales para conocer el
porcentaje de variacion de los datos y reducir la dimensionalidad o nimero de variables. Para
visualizar agrupaciones se realiz6 un Analisis de Funciones Discriminantes (McGarigal et al, 2000).
Todos los analisis se realizaron en el software Statgraphics Centurion XVI.I1®.

Morfometria geométrica. Se analiz6 la forma para los organismos de L. variae con base en puntos
de referencia de tipo Il y semi-landmarks ubicados en estructuras anatémicas y el contorno de la
forma, bajo los criterios de homologia, consistencia, repetitividad y coplanaridad para cada
organismo (Toro et al., 2010). El analisis de la forma se llevé a cabo mediante los diferentes
modulos de la paqueteria IMP8 (Integrated Morphometrics Package) y la serie TPS, la cual genera
coordenadas (x,y) para cada punto de referencia (Zelditch et al., 2004).

Se ubicaron en total 29 puntos anatomicos para cada organismo (Fig 2). Diez landmarks como se
describe a continuacion: 1- parte anterior del organismo y de la ventosa oral; 5 y 6- inicio de
vitelaria; 11 y 12- ubicacién de testiculos; 13- Ovario; 14-16- contorno de la bolsa del cirro y 23-
parte posterior del organismo. Los semilandmarks 2—4- contorno de la ventosa oral; 7-10- contorno
del acetdbulo, 17-22 y 24 —29-contorno de la forma del organismo, puntos homologos en toda la
muestra (Toro et al., 2010). La ubicacion de semilandmarks se realiz6 con apoyo de 8 peines
transversales repartidos entre la parte anterior y posterior del individuo, asi como cuatro radios para
la ventosa oral y acetdbulo, trazados en el médulo MakeFan8 de la paqueteria IMP. Todos los
puntos de referencia se digitalizaron en TPSDig. Se realizo el Analisis de Procrustes o ajuste de
datos en Coordgen8 para eliminar el efecto del tamafio y rotacién, mientras que la alineacion de

landmarks y semilandmarks se realiz6 en Semiland8. Para obtener el porcentaje de varianza de cada
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variable, se realiz6 un Andlisis de Componentes Principales en el médulo PCAGen8 y para la
obtencion del morfotipo con la herramienta de interpolacion de placas delgadas o Thin Plate Spline
(Bookstein, 1991). Se realizé un Analisis de Variables Candnicas para visualizar los subgrupos.
Todos los analisis se efectuaron a un nivel de significancia menor o igual a 0.05.

RESULTADOS

Leucochloridium variae Mclintosh, 1932 se caracteriza por su tamafio medio, forma ovalada y
convexa dorsalmente, una ventosa ventral que ocupa la parte media del organismo, enseguida de la
faringe y ésta de la ventosa oral. Un testiculo anterior junto al ciego derecho, testiculo posterior
junto a ciego izquierdo e inmediatamente anterior se encuentra el ovario, dichas gonadas en arreglo
triangular y Gtero forma asas hasta la parte media de la ventosa oral y ocupa la parte intercecal
(Lewis, 1974).

Morfometria lineal

Se identifico la especie Leucochloridium variae Mclntoch, 1932, parasito de cloaca y segmento de
cloaca-colon de las aves Gallinula galeata Lichtenstein, 1818 y Fulica americana Gmelin, 1789.
Leucochloridium variae es ovalado, aplanado ventralmente y convexo dorsalmente, posee una
ventosa oral subterminal, acetdbulo ligeramente post ecuatorial, faringe musculosa, ciegos
intestinales que se prolongan casi hasta la parte posterior del organismo, gbnadas esféricas similares
en tamafio, post acetabular y en area intercecal, forman un triangulo, el testiculo anterior cerca del
ciego derecho, el testiculo posterior cerca del ciego izquierdo y el ovario inmediatamente anterior al
testiculo posterior. La bolsa del cirro es ovalada y se encuentra entre la parte final de los ciegos
intestinales, la vitelaria inicia a la altura de la faringe y en algunos casos desde la parte media de la
ventosa oral y se extiende hasta la parte posterior a nivel de la bolsa del cirro, el Gtero en érea
intercecal con asas hasta los lados de la ventosa oral. Sus medidas lineales corresponden al
promedio de referencia (Cuadro 1)

En el analisis de morfometria lineal se obtuvo 66.32% de variacion de los datos en los dos primeros
componentes principales. Los organismos forman subgrupos de acuerdo con los siguientes
caracteres: longitud total y longitud del ovario para la Funcién Discriminante 1 (FD1 61.55%,
Wilk’s L =0.0009, CANCOR=0.98, p<0.0001), mientras que longitud del acetabulo y area del
acetabulo discriminan para la Funcion discriminante 2 (FD2 33.83%, Wilk's A =0.024,
CANCOR=0.964, p<0.0001; Fig. 3). Los especimenes fueron clasificados correctamente en 100%
de acuerdo con las distancias de Mahalanobis.

Morfometria geométrica
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En el analisis de la forma de Leucochloridium variae, se obtuvo el 51.27% de la variacién de los
datos en los dos primeros componentes. Los cuatro subgrupos de organismos de estudiados se
concentraron en una nube de puntos (Fig. 4). El analisis de variables candnicas (VC1: 1.09 y VC2:
0.93; eje 1: A=0.158, x?=84.85, df=12, p<4.8 e-13; eje 2: A=0.331, x>=50.81, df=6, p<3.2e-9)
confirma la no variacién de la forma de los organismos de la especie L. variae (Fig. 5), asi como un
morfotipo para los organismos del presente estudio (Fig. 6).

DISCUSION

El presente estudio sugiere que las variaciones intraespecificas de L. variae se limitan a la
morfometria lineal.

Morfometria lineal

Las claves taxondmicas e identificacion de especies se basada en caracteristicas de morfometria
lineal, asi como presencia de estructuras, coloracion, caracteristicas de fases larvarias, incluso
especies de hospederos (Pojmanska, 2002; Bakke, 1982). Estudios recientes de trematodos han
incluido el analisis de forma y tamafio de estructuras con morfometria tradicional para describir
nuevas especies como es el caso de Notocotylus sindhensis n. sp. (Khan et al., 2017); mientras otros
trabajos basan la identificacion de especies con analisis moleculares que corroboran con
identificacion tradicional (Repkin et al., 2020)

La longitud total, longitud del acetabulo, longitud de ovario y area de acetabulo son los caracteres
de mayor variacién y permiten la discriminacion de organismos de L. variae en el presente estudio
y que corresponde con Falconer (1981; tomado de Soto-Vivas, 2011) quien indica que los
caracteres métricos son los primeros que cambian en el transcurso de la evolucion, como respuesta a
la demanda del entorno y del genoma.

Morfometria geométrica

El anélisis con morfometria geométrica es utilizado por primera vez en estos organismos. A partir
del analisis de la variacion de los datos proporcionados por los puntos de referencia de la forma, se
obtuvo el 51% de variacién (CP1y CP2) y los organismos se concentraron en una nube de puntos,
asi, en el analisis de variables candnicas no se obtuvieron agrupaciones de organismos y de forma
similar s6lo se obtuvo una nube de puntos, lo que sugiere que no hay variacion de la forma de los
organismos de L. variae, asi sean de especies hospederas distinto, diferente microhabitat o diferente
localidad y refuta los resultados del analisis con morfometria lineal.

Lo anterior sugiere revisar los caracteres a considerar para mejorar la identificacion de las especies
e incluir las herramientas de morfometria geométrica en los anélisis morfologicos.

En conclusion, se propone incluir la metodologia de morfometria geométrica en la identificacion y

estudio de especies de organismos de la familia Leucochloridiidae en futuras investigaciones.
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Cuadros y figuras

Cuadro I. Medidas morfométricas comparativas (minimo, maximo, media y desviacién estandar) de
adultos de Leucochloridium variae en hospederos y microabitat (n=nim. de individuos). Se incluye
medidas de referencia de Leucochloridium sp y L. variae (Bakke, 1978; Lewis, 1974)

Cuadro II. Agrupacién de individuos de Leucochloridium variae del presente estudio de acuerdo
con hospedero, microhabitat y localidad

Figl. Ubicacion de zona de estudio. Tomado de Zepeda-Gémez y col. (2012)

Fig 2. Ubicacién de estructuras anatémicas, puntos de referencia y semimarcas. Puntos de
referencia: 1, 5-6, 11-16 y 23; semimarcas: 2-4, 7-10, 17-22 y 24-29. Leucochloridium variae
(VVo: ventosa oral; F: faringe; C: ciegos intestinales; A:acetabulo;Vit: vitelaria; U: Gtero; Ov: ovario;
Test: testiculo; Bc: bolsa del cirro; Barra=1mm), hospedero Gallinula galeata.

Fig 3. Discriminacion de grupos con morfometria lineal. Separacién de cuatro subgrupos de
Leucochloridium variae de acuerdo con hospedero y microhabitat.

Fig 4. Variacion de los datos de la forma de Leucochloridium variae en tres especies hospederos,
dos microhabitats y dos localidades.

Fig 5. Andlisis de variacidn canonica. Grupo de organismos homogéneo de acuerdo con su forma.
Fig 6. Gradillas de deformacion de Leucochloridium variae. Morfotipo Unico para diferentes
hospederos, microhabitat y localidades. Los puntos indican el promedio y las flechas la direccion

del desplazamiento de la forma.
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Figura 2. Ubicacién de estructuras anatdmicas, puntos de referencia y semimarcas. Puntos de
referencia: 1, 5-6, 11-16 y 23; semimarcas: 2-4, 7-10, 17-22 y 24-29. Leucochloridium variae
(Vo: ventosa oral; F: faringe; C: ciegos intestinales; A:acetabulo;Vit: vitelaria; U: Gtero; Ov: ovario;

Test: testiculo; Bc: bolsa del cirro; Barra=1mm), hospedero Gallinula galeata.
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Figura 3 Discriminacién de grupos con morfometria lineal. Separacién de cuatro subgrupos de

Leucochloridium variae de acuerdo con hospedero y microhdbitat.
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Figura 6. Gradillas de deformacion de Leucochloridium variae. Morfotipo Unico para diferentes
hospederos, microhabitat y localidades. Los puntos indican el promedio y las flechas la direccion

del desplazamiento de la forma.

Aguilar-Morales 38



	a27cf372f37c136a59dda1f96b4fd1dae0ab2fcc27f8bddd654694262203a035.pdf
	a27cf372f37c136a59dda1f96b4fd1dae0ab2fcc27f8bddd654694262203a035.pdf
	a27cf372f37c136a59dda1f96b4fd1dae0ab2fcc27f8bddd654694262203a035.pdf
	a27cf372f37c136a59dda1f96b4fd1dae0ab2fcc27f8bddd654694262203a035.pdf

