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Resumen:

En el presente proyecto se desarrollara una base de datos de secuencias de ADN de referencia,
asociadas a la informacion taxonémica de cada especie de helmintos de anfibios y reptiles en
México. Esta base de datos servird en un futuro cercano como un sistema de identificaciéon rapida
de especies que sera una via de comunicacion agil entre los generadores de informacion
taxondmica y los usuarios de ésta (ecOllogos, conservacionistas, ecoguardias, etc.). La
identificacion rapida y oportuna de los helmintos de anfibios y reptiles de México aportara
informacion acerca de las condiciones de las poblaciones de hospederos debido a que los
parasitos pueden utilizarse como especies centinelas de alteraciones ambientales. El objetivo
general del presente proyecto es caracterizar genéticamente a especies selectas de helmintos de
anfibios y reptiles en México, con secuencias del gen Citocromo Oxidasa | (COIl) para generar
una herramienta de identificacién rapida de dichas especies. Se obtendran las secuencias
parciales del gen COI para 73 especies de helmintos anfibios y reptiles de México. En los casos
necesarios se obtendran las secuencias de otras regiones de ADN para lograr la diferenciacion
de las especies. Las secuencias se analizaran con metodologias de agrupacion filogenética
como parsimonia o andlisis bayesianos. Se generara una base de datos con la informacion
taxondémica y geografica de los ejemplares, con paginas electrénicas asociadas que contengan la
secuencia de COl, la fotografia y otras secuencias si es el caso.

e * E| presente documento no necesariamente contiene los principales resultados del proyecto correspondiente
o0 la descripcion de los mismos. Los proyectos apoyados por la CONABIO asi como informacién adicional
sobre ellos, pueden consultarse en www.conabio.gob.mx

e ** E| usuario tiene la obligacién, de conformidad con el articulo 57 de la LFDA, de citar a los autores de
obras individuales, asi como a los compiladores. De manera que deberan citarse todos los responsables de los
proyectos, que proveyeron datos, asi como a la CONABIO como depositaria, compiladora y proveedora de la
informacién. En su caso, el usuario debera obtener del proveedor la informaciéon complementaria sobre la
autoria especifica de los datos.
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Proyecto HB026 “Codigo de barras de helmintos de anfibios y reptiles de
México”

Virginia Leén Régagnon

Resumen

Se construy6 una biblioteca de codigos de barras de helmintos parasitos de
anfibios y reptiles con 453 registros de 49 especies (mas otras no descritas), de
los cuales 318 registros, de 38 especies, cuentan con secuencias parciales del
gen COI. De éstas secuencias, 174 son codigos de barras validados. Se observa
al analizar las secuencias que esta region del genoma es util para identificar a las
especies descritas y para detectar posibles especies nuevas para la ciencia. Se
disefiaron nuevos primers para la amplificacion de codigos de barras de
nematodos que premitiran ampliar esta biblioteca de referencia para este grupo
megadiverso de invertebrados.

Introduccion y antecedentes

El impedimento taxondmico que prevalece en la actualidad para muchos
sistematas, ec6logos de campo y bidlogos evolutivos, es decir, la dificultad para
identificar correctamente una muestra de cualquier organismo de manera rapida,
repetible y confiable, es una realidad que no podemos negar. Este problema
taxondmico fue una de las principales razones para el desarrollo de un nuevo
meétodo para la identificacion rapida de cualquier especie, con base en la
extraccion de una secuencia de ADN de una paquefia muestra de tejido de
cualquier organismo. Esta metodologia fue llamada "Cdédigo de Barras de ADN"
(DNA barcoding), haciendo referencia a las etiquetas UPC (por sus siglas en
inglés: Universal Product Code) de los productos comerciales; los codigos de
barras de ADN consisten en una secuencia corta de ADN estandarizada que, en
teoria, puede aislarse y caracterizarse facilmente a partir de todas las especies en
el planeta (Hebert et al., 2003, Savolanien et al., 2005).

Los cddigos de barras se obtienen a partir de muestras de tejido de ejemplares de
campo o de museo, extrayendo el ADN, amplificando la region elegida como
cédigo de barras y obteniendo su secuencia. La informacion de la secuencia se



vincula con detalles acerca del ejemplar (nombre de la especie, clave de acceso
para el ejemplar de referencia en alguna coleccion, ubicacion geografica,
imagenes, etc.) para producir un registro unico, en una biblioteca de acceso
publico, que permite la identificacién de especies. El sistema de codigos de barras
de la vida (BOLD por sus siglas en inglés) es una plataforma bio-informatica, semi-
automatizada de alto rendimiento, que funciona a nivel internacional a través de
una red de paises o0 nodos regionales, con instalaciones basadas en el Instituto de
Biodiversidad de Ontario, en Canada (http://www.boldsystems.org/)
(Ratnasingham y Hebert, 2007).

El proceso de identificacion con cédigos de barras de ADN implica dos pasos
basicos: 1) la construccion de la biblioteca de codigos de barras de las especies
conocidas, y 2) la comparacion de la secuencia desconocida, con las secuencias
de la biblioteca para su identificacion. El primer paso requiere de conocimiento y
experiencia taxonémica para elegir uno o de preferencia, varios ejemplares de
cada especie para que sirvan como muestras de referencia en la biblioteca de
cbdigos de barras. Estos ejemplares de referencia, depositados en museos o
herbarios sirven como registro permanente que vincula la secuencia de ADN con

una especie en particular (Kress y Erickson, 2012).

Una vez que la biblioteca de codigos de barras de referencia esta completa para
los organismos estudiados, ya sean los organismos en una region geografica, de
un grupo taxonémico, o un grupo blanco (por ejemplo, plantas medicinales, o
insectos plaga), entonces los cédigos de barras de las muestras para identificar se
comparan con los codigos de barras conocidos mediante algun algoritmo
(Erickson et al., 2008; Ratnasingham y Hebert, 2013).

Aunque seria ideal tener una misma region que funcionara como cédigo de barras
para todos los organismos, no ha logrado encontrarse una region con estas
caracteristicas. Para los animales se usa el gen citocromo oxidasa | (COl) porque
los iniciadores funcionan bien para la mayoria de los grupos, y porque
aparentemente posee una sefal filogenética mayor que cualquier otro gen
mitocondrial (Hebert et al., 2003).

La iniciativa del Cédigo de Barras de la Vida se enfoco en sus inicios sobre grupos



taxondmicos carismaticos, como las aves, peces, mamiferos e insectos. El disefio
de iniciadores (primers) para amplificar el gen mitocondrial Citocromo Oxidasa |
estuvo basado en la secuencia de ADN de esos grupos. Aunque los iniciadores
disefiados originalmente para insectos funcionan con un porcentaje muy alto de
éxito en otros grupos como las aves y los peces, en el caso de los platelmintos y
los nematodos tienen un desempefio pobre, lo cual se refleja en el reducido
numero de cddigos de barras que se han generado en este grupo en comparacion

con otros.

Esos grupos de helmintos son de origen muy antiguo y presentan una gran
rigueza de especies, diversidad de habitats, historias de vida, etc. Es
probablemente por esta razén que los primers "universales", que funcionan bien
para la mayoria de los grupos de vertebrados, insectos, crustaceos, etc., no

funcionan para muchos grupos de nematodos y platelmintos.

Los parasitos juegan un papel importante en la crisis de biodiversidad por la que
atravesamos (Daszak et al., 2003; Epstein et al., 2003; Harvell et al., 2002). Cada
especie de vida libre alberga, al menos, una especie de parasito, es decir, mas del
50% de las especies del mundo son parasitas (Price, 1980). Estos organismos,
por un lado, pueden regular las poblaciones de hospederos al estructurar las
comunidades de metazoarios (Hudson et al., 2006), mientras que por otro lado,
pueden representar una amenaza para la salud humana, la agricultura, los
sistemas naturales y para las practicas de conservacion de vida silvestre (Horowitz
y Wilcox, 2005).

El conocimiento de la historia natural y la distribucion de los patégenos conocidos
y potenciales, es entonces un requisito critico para aprovechar sus efectos
positivos y, al mismo tiempo, minimizar los negativos sobre los programas de
conservacion, restauracion y desarrollo sustentable (Brooks y Hoberg, 2000;
Brooks et al., 2001; Brooks, 2003). Este conocimiento permite hacer predicciones
acerca de brotes potenciales de enfermedades emergentes, ahorrando con ello
tiempo y dinero, recursos importantes en la batalla contra la crisis de las
enfermedades infecciosas emergentes (Brooks y Hoberg, 2006; Brooks et al.,
2006). Asimismo, permite conocer aspectos importantes de la biologia de sus

hospederos, ya que sus ciclos de vida complejos son indicadores de las cadenas



alimenticias del ecosistema, asi como del estado general de las poblaciones de los
hospederos (anfibios/reptiles o sus alimentos/depredadores) en el medio
(Marcogliese, 2003). El empleo de la informacion aportada por los parasitos junto
con la provista por sus hospederos, ha permitido determinar el grado de alteracion
de los ecosistemas, lo que convierte a algunos de estos sistemas parasito-
hospedero en “centinelas” de las condiciones ambientales (Brooks et al., 2001;
Vidal-Martinez et al., 2009).

Sin embargo, la identificacion de los helmintos utilizando informacién
exclusivamente morfolégica puede dar resultados ambiguos o erroneos. La
generacion de codigos de barras genéticos de parasitos de anfibios y reptiles de
México sentara las bases para construir un sistema de identificacion rapido vy
eficaz que sera de utilidad para evaluar el estado de las comunidades de parasitos
en poblaciones de estos hospederos como indicadores de sus condiciones

ambientales.

Objetivos

Generar una biblioteca de referencia con codigos de barras de ADN de especies
de helmintos parasitos de anfibios y retpiles de México.

Métodos

Se recolectdé material helmintolégico de diferentes especies de anfibios y reptiles
a lo largo de varios anos en diferentes regiones del pais. Los hospederos se
sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sédico y se disectaron para
realizar el examen helmintolégico. Una parte de los helmintos recolectados de
cada especie se fijaron para su estudio morfolégico, de acuerdo con el grupo al
que pertenecian: etanol 70% caliente en el caso de los nematodos y formol al
4% caliente en el caso de platyhelmintos. Se conservaron en frascos
homeopaticos con etanol al 70% para su posterior aclaramiento o tincion y
montaje en preparaciones temporales o permanentes segun el grupo (Lamothe
1997). La determinacion taxonomica se realizé consultando claves taxonomicas
especializadas y descripciones originales. Otra parte de la muestra se fij6 en

etanol absoluto y se conservd en congelacion para su estudio molecular. Se



extrajo el ADN de las muestras utilizando con el kit Wizard SV Genomic DNA

Purification System (Promega) siguiendo las especificaciones del proveedor. La

amplificacién de la regidon parcial del gen COI (cédigo de barras) se llevo a

cabo mediante el método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La

mezcla de reaccidn para un volumen total de 25 ulL consistio en: 2.5uL de Buffer
(10X), 0.5 uL de dNTPs (10 mM), 1.6 uL MgCl> (30 mM), 1 uL de cada

oligonucledtido (10 uM), 0.125 uL de Taq polimerasa (5U/uL) (Biogenica), 1-3 ulL

de templado de ADN y agua destilada hasta completar el volumen final. Los

pares de primers utilizados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Pares de primers utilizados para la amplificacién de la region parcial del COl,
sefalando para qué grupo taxonomico fueron utilizados.

Primer Secuencia Autores Grupo
JB3 TTTTTT GGG CAT CCT GAG GTT TAT Bowles et al., 1995 | Schistosoma
JN4.5 TAA AGA AAG AAC ATA ATG AAA ATG
Plat- CGTTTRAATTATACGGATCC Moszczynska et al. | Platyhelminthes
diploCOX1F 2009
Plat- AGCATAGTAATMGCAGCAGC
diploCOX1R
MplatCOX1d | TGTAAAACGACGGCCAGTTTWCITTRGA | Moszczynska et al. | Platyhelminthes
F TCATAAG 2009
MplatCOX1d | CAGGAAACAGCTATGACTGAAAYAAYAII
R GGATCICCACC
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al. 1994 Nematoda
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
LepF1 ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG Hebert et al., 2004 | Nematoda
LepR1 TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA
NemF1_t1 tgtaaaacgacggccagtCRACWGTWAATCAA | Prosser et al., 2013 | Nematoda
ARAATATTGG (para ser usado
NemR1_t1 caggaaacagctatgactAAACTTCWGGRTGA en coctel)
CCAAAAAATCA
NemF2_t1 tgtaaaacgacggccagtARAGATCTAATCATA
AAGATATYGG
NemR2_t1 caggaaacagctatgactAWACYTCWGGRTGM
CCAAAAAAYCA
NemF3_t1 tgtaaaacgacggccagtARAGTTCTAATCATA
ARGATATTGG
NemR3_t1 caggaaacagctatgactAAACCTCWGGATGA
CCAAAAAATCA
Resultados

A lo largo de este proyecto nos vimos en la necesidad de hacer numerosas

pruebas con primers conocidos y de disefiar nuevos primers para el grupo de los

nematodos ya que los primers que se utilizan como universales en otros grupos




como los insectos no tienen un buen desempefio con helmintos. En algunas
ocasiones los unicos primers que dieron buenos resultados fueron aquellos que no
amplifican la region completa del cédigo de barras (como el caso de los
patelmintos). Por esta razon, de las 318 secuencias registradas en el proyecto,
solo 178 tienen una longitud mayor a 500pb. Aunque los compromisos originales
del proyecto no se alcanzaron, presento a continuacién los logros obtenidos,
mismos que considero de gran valor para el trabajo subsecuente en la elaboracién

de la biblioteca de codigos de barras de helmintos a nivel global.

Dada la gran diversidad taxondmica de los grupos estudiados y la necesidad de
referir los resultados en las publicaciones, los resultados del proyecto HB026 se
dividieron en cuatro proyectos en la plataforma BOLD:

1) Platyhelminthes of Amphibians and Reptiles from Mexico (HELMX)
2) Nematodes of Mexico old primers (NEMXA)

3) Nematoda new primers (NEMMX)

4) Parasitic nematodes from Mexican vertebrates (NEMNP)

A continuacion se describen los contenidos de cada uno de esos proyectos:

Platyhelminthes of Amphibians and Reptiles from Mexico (HELMX)

104 registros (ejemplares) de 22 especies

62 registros con secuencias (>360 bp) de 16 especies

01 cddigos de barras validados (680 bp +/-)

102 con georeferencia

50 registros con fotografia

Del analisis de las secuencias obtenidas de los platelmintos se deduce que esta
region del ADN es util para diferenciar especies de este grupo, al menos especies
del orden Plagiorchiida, al que pertenecen la mayoria de las especies analizadas
(Figura 1). El unico grupo de especies que no se diferencia claramente es el de los
parasitos de pulmén de anfibios Haematoloechus illimis + H. floedae + H. sp.
spectabilis. Las secuencias que se obtuvieron de estos ejemplares fueron muy
cortas, ya que se usaron los primers JB3 y JB4.5 que son los primers que mejor
resultado dieron para la amplificacién de las muestras. Es necesario hacer

pruebas subsecuentes para amplificar la region del codigo de barras completa



para este grupo con el fin de evaluar su efectividad para la diferenciacion de las
especies. Asimismo, se obtuvo la secuencia en un solo sentido de muchas de las
muestras y que la secuencia en contrasentido no pudo leerse. Los primers que
disefiaron Moszczynska et al. (2009) para platelmintos no pueden considerarse
como universales. Las muestras de Langeronia macrocirra fueron procesadas en
el laboratorio de el CCDB (Canadian Center for DNA Barcoding) sin éxito alguno.
Ellos utilizaron sus protocolos estandarizados para hacer un unico intento para
amplificar las muestras, desafortunadamente ninguna de ellas funciond. Los
protocolos que tienen un elevado porcentaje de éxito para grupos como los

insectos, no tienen la misma eficacia para el grupo de los platelmintos.



Figura 1. Arbol de distancias (NJ, Kimura 2 parametros) que muestra el grado de divergencia entre
las secuencias de COI de los platelmintos analizados en el proyecto.
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Nematodes of Mexico old primers (NEMXA)

159 registros (ejemplares) de 7 especies

92 registros con secuencias (>360 bp) de 4 especies

12 codigos de barras validados (680 bp +/-) de 4 especies

159 registros con georeferencias

65 registros con fotografia

En este proyecto se agrupan los ejemplares que fueron procesados utlizando los
primers que tradicionalmente se habian usado en la literatura para amplificar parte
del COI (Bowles et al., 1995). Estos primers dan buen resultado para algunos
grupos de helmintos, sin embargo el fragmento que amplifican no es el codigo de
barras completo (325 a 350 pb). Aun con este pequefio fragmento, observamos
una buena diferenciacién de especies, particualrmente en el caso del género
Aplectana. Se ingresaron los registros como una sola especie, sin embargo al
analizar las secuencias obtenidas, se observan al menos 5 especies diferentes
que corresponden claramente con su distribucion geografica y/o a la especie de
hospedero al que parasitan (figura 2). Actualmente estamos trabajando en la
obtencién de secuencias de la region completa del codigo de barras utilzando los
nuevos primers, asi como en la obtencién de secuencias de otras regiones para
corroborrar estas observaciones y en la busqueda de los caracteres morfologicos

gue nos permitan describir formalmente estos nuevos taxa.



Figura 2. Arbol de distancias (NJ, Kimura 2 parametros) que muestra el grado de divergencia entre
las secuencias parciales de COIl amplificadas con los primers JB/JB4.5 de especies del género
Aplectana.
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Nematoda new primers (NEMMX)

106 registros (ejemplares) de 8 especies

80 registros con secuencias (>360 bp) de 6 especies
77 cbdigos de barras validados (680 bp +/-)

106 registros con georeferencias

33 registros con fotografia

Parasitic nematodes from Mexican vertebrates (NEMNP)*

84 registros (ejemplares) de 12 especies

84 registros con secuencias (>360 bp) de 12 especies

84 codigos de barras validados (680 bp +/-)

84 con georeferencia

0 registros con fotografia

*Los datos de este proyecto fueron publicados en Prosser et al. (2013)

Las secuencias de estos 2 proyectos se analizaron conjuntamente ya que los
primers utlizados permiteron la obtencion del fragmento completo del cédigo de
barras (Folmer et al., 1994; Hebert et al., 2004; Prosser et al., 2013). Del analisis
de las secuencias se observa que al menos se pueden diferenciar 28 clados que
potencialmente son especies independientes, muchas de ellas aun no descritas
(Figura 3). Nos encontramos en el proceso de obtener secuencias de otras
regiones y respaldar esta informacion con caracteres morfolégicos que nos

permitan describir formalmente a las especies.



Figura 3. Arbol de distancias (NJ, Kimura 2 parametros) que muestra el grado de divergencia entre
las secuencias de COI de los nematodos incluidos en los proyectos NEMMX y NEMNP.
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Discusién y conclusiones

El resultado mas relevante de este proyecto son las publicaciones que se
derivaron de éste. Se demuestra en primer lugar, que el fragmento de ADN
mitocondrial elegido como Cédigo de Barras para los animales son utiles para
identificar especies ya descritas de helmintos y para detectar posibles nuevas
especies (Leon-Régagnon, 2010; Martinez -Salazar et al., 2010). El cédigo de
barras es una herramienta util para el trabajo taxonémico, pero de ninguna manera
busca sustituirlo. Para delimitar y describir especies, asi como para investigar sus
relaciones filogenéticas, es necesario incorporar informacion de diferentes fuentes
en analisis robustos como sugieren Will et al. (2005) para lograr lo que se ha

llamado "taxonomia integrativa".

Ademas, se publicé la secuencia de primers especificos para amplificar el codigo
de barras de diversos grupos de nematodos parasitos, lo cual facilitara la
construccion de la biblioteca de cddigos de barras de este importante y
megadiverso grupo de invertebrados (Prosser et al., 2013).
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