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We should preserve every scrap of biodiversity as priceless while
we learn to use it and come to understand what it means to

humanity.

E. O. Wilson
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el modelo de sustitucion nucleotidica K80 (K2p) del alineamiento del gen 16S
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Resumen

Dentro de la gama de especies de la selva peruana, se encuentran caracoles terrestres de
la familia Megalobulimidaec (Mollusca, Gastropoda), entre las que destacan
Megalobulimus popelairianus, Megalobulimus huascari y Megalobulimus capillaceus,
que tienen importancia econdomica por las propiedades nutricionales de su carne y
cosméticas de su baba. Este trabajo tuvo por objetivo principal desarrollar perfiles de
ADN de los Megalobulimidae de San Martin, que hagan posible su reconocimiento a
nivel especifico y estudiar su salud genético poblacional mediante la diversidad
genética, todo ello para garantizar su uso sustentable y eventualmente certificar a estas
especies en el biocomercio peruano. Se evaluaron 65 muestras biologicas que fueron
colectadas en septiembre de 2007 y enero, febrero y marzo de 2008. Se realizo la
extraccion de ADN con el método del CTAB y cloroformo, alcohol-isoamilico a partir
de tejido muscular de pie. Se amplificaron y secuenciaron regiones de los genes 16S
rRNA y Citrocromo C oxidasa subunidad I (COI) del genoma mitocondrial con primers
internos y universales, respectivamente. Las secuencias de ADN fueron alineadas,
caracterizadas, se determiné la calidad de los datos, distancias genéticas, diversidad
genética, se realizé la reconstruccion filogenética con NJ, MP, ML e Bl y se analizaron
los perfiles de ADN. La tasa de éxito de amplificacion del COI fue inferior a la del 16S
rRNA. Sorprendentemente, las 31 secuencias de ADN de M. capillaceus no mostraron
ninguna variante genética. Los ejemplares de dificil identificacién entre M. huascari y
M. popelairianus (rotulados como Megalobulimus spp.) mostraron bajos valores de
divergencia genética (menores al 2%) con M. huascari, ademas que formaron grupos
monofiléticos estadisticamente bien sustentados con el gen COI con todos los métodos
utilizados. Las filogenias con el 16S rRNA fueron poco concluyentes y variaron segin
las metodologias. Los datos combinados de ambos genes arrojaron arboles filogenéticos
no resueltos. La carencia de diversidad genética de M. capillaceus, que muy
probablemente haya sido producida por la sobreexplotacion, pone en riesgo su
supervivencia como especie. Por otra parte, el grupo Megalobulimus spp. (exceptuando
M. aff. huascari namero 91) fueron incluidos en el grupo de M. huascari. Se concluye
que contrariamente con lo que ocurre con el 16S rRNA, el perfil COI de M. huascari'y
M. capillaceus puede servir como un codigo de barras de ADN para su identificacion

especifica.



Abstract

Among the great variety of species from the Peruvian Amazon forest are the land snails
of the family Megalobulimidae (Mollusca, Gastropoda), among them are
Megalobulimus popelairianus, Megalobulimus huascari y Megalobulimus capillaceus,
that have economic importance for both the nutritional properties of their meat and
cosmetic properties of their slime. The main goal of this research was to develop DNA
profiles of the Megalobulimidae land snails from San Martin, to allow their recognition
at specific level, and to study their population genetic health through the genetic
diversity, in order to guarantee their sustainable use and eventually to certify these
species in Peruvian biotrade. The biological samples were collected in September of
2007 and January, February and March of 2008. The total DNA extraction was carried
out by a CTAB protocol, with chloroform-isoamilic alcohol, from foot muscle tissue of
65 snails. Fragments of the genes 16S rRNA and Cytochrome C oxidase subunit I (COI)
of the mitochondrial genome were amplified and sequenced, using internal and
universal primers, respectively. DNA sequences were aligned, characterized,
determined the data quality, genetic distances, genetic diversity; the phylogenetic
reconstruction was performed with NJ, MP, ML and BI; DNA profiles were analyzed.
COI amplification rate was lower than the 16S rRNA one. Surprisingly, the 31 DNA
sequences of M. capillaceus did not show any genetic variant. Low values of genetic
divergence (lower than 2%) between M. huascari and Megalobulimus spp. in both
genes were found, besides, they were in a monophyletic group, with robust statistical
support for the COI marker. 16S rRNA phylogenies were inconclusive and varied
according to the methodologies. The combined data showed unresolved phylograms. M.
capillaceus did not show genetic diversity, probably as a result of over hunting, which
could threaten its survival as a species. Furthermore, specimens without species level
identification with traditional taxonomy (except M. aff. huascari number 91) were
classified as belonging to M. huascari. In conclusion, contrary to 16S rRNA, M.
huascari and M. capillaceus COI profiles could be used as DNA barcodes to identify

them at specific level.
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1. Introduccion



La abundante biodiversidad de Peru alberga especies cuyo valor ecoldgico,
econdémico, cultural y paisajistico, se contrapone con los escasos estudios cientificos
que en ellas se han realizado. Por tal motivo, se hace esencial llevar a cabo
investigaciones basicas como determinar sus clasificaciones taxondmicas,
caracteristicas ecologicas, diversidades genéticas y demas abordajes para conformar
bases solidas que conlleven a las estrategias adecuadas para la utilizacion sustentable de

estos recursos.

La zona tropical de los Andes presenta condiciones ideales para la proliferacion
de toda clase de organismos y es considerada como uno de los 25 hotspots de

biodiversidad en el mundo (Myers ef al., 2000).

Dentro de la gama de especies que habitan esta region, se encuentran caracoles
terrestres de la familia Megalobulimidae (Mollusca, Gastropoda), entre las que destacan
Megalobulimus popelairianus (Nyst, 1845), Megalobulimus huascari (Tschudi, 1852) y
Megalobulimus capillaceus (Pfeiffer, 1855), que no so6lo tienen importancia ecoldgica
sino también econdmica. Son fuente de alimento para las comunidades selvaticas desde
tiempos muy antiguos y poseen un gran potencial de exportacion, en especial la tltima
de las especies antes mencionadas, debido a sus particulares caracteristicas
morfologicas y nutricionales (Ramirez & Céceres, 1991). En los ultimos afios la baba de
caracol ha cobrado gran interés en el sector cosmético y estos caracoles han sido

comercializados ampliamente por sus supuestos dones curativos a la piel.

Los habitantes de la selva han denominado a los caracoles de mayor tamafio
como por ejemplo Megalobulimus popelairianus y M. huascari (conocidos como
congompes) y a M. capillaceus (caracoles de mediano tamafio conocidos como
pucashimi). Era légico pensar que dada la relacion de estos animales con el hombre,
serian llamados de alguna manera, pero también se puede interpretar de ello, que los
caracoles mas grandes son dificiles de separar en grupos segun sus caracteristicas

morfologicas, por ello se les fue otorgado un solo nombre de manera general.

En el Peru se han reportado nueve especies del género Megalobulimus ubicadas,
principalmente, en la Vertiente Oriental (considerada entre 3500 y 500 msnm) y

Amazonia (considerada entre 500 y 100 msnm) (Ramirez, ef al., 2003).



Se tienen reportes de Megalobulimus popelairianus en San Ramoén, Valle
Chanchamayo y Satipo (Departamento de Junin), al Oeste y Suroeste de Pucallpa
(Departamento de Ucayali), cerca al rio Huallaga (Departamento de San Martin) y en el
Departamento de Loreto (Bequaert, 1948); Megalobulimus huascari en Chancamayo y
rio Toro (Departamento de Junin), Oxapampa (Departamento de Cerro de Pasco),
Moyopampa, Polvoraico y Shapaja (Departamento de San Martin) (Ramirez & Céceres,
1991); Megalobulimus capillaceus en Ambo (Departamento de Huanuco), Moyobamba
(Departamento de San Martin) (Bequaert, 1948), Saposoa, Pucaca, Shapaja, Tarapoto y
Morales (Departamento de San Martin) (Ramirez & Céceres, 1991). Las colecciones
cientificas del Departamento de Carcinologia y Malacologia del Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos muestran la existencia de

estas especies en varias localidades del Departamento de San Martin.

Megalobulimus huascari ha sido desde su descubrimiento una especie bastante
dificil de clasificar. Bequaert (1948) determin6 que este taxon era una subespecie y lo
denomin6é como M. maximus huascari. Recientemente ha sido nombrado nuevamente
como M. huascari, debido a que, analisis moleculares con los genes 16S rRNA y COI lo

posicionaron en un clado distinto al de M. maximus (Ramirez et al., 2009).

Por otro lado, Megalobulimus popelairianus y M. huascari son dos especies
cuyas diagnosis utilizando conchillas pueden ser bastante complicadas e incluso
irresolutivas, porque presentan caracteres morfologicos superpuestos, tales como
longitud, caracteristicas de la apertura y nimero de vueltas de la concha. Por el
contrario, la diferenciacion de M. capillaceus con respecto a las dos anteriores es
bastante simple por su menor tamafio y el labio de la conchilla de color rojizo (Tabla 1)

(Bequaert, 1948).

Desde el origen de la taxonomia han surgido muchos problemas para clasificar a
los seres vivos, el mayor de todos es la gran diversidad de especies, que en su mayoria
no se conocen o existen diversos problemas para su identificacion. Para resolverlos se
ha buscado una forma fécil, rdpida y econémica para reconocer especies, y la solucion
consiste en hacer uso de una metodologia que utiliza a la secuencia de ADN para

diferenciar e identificar especies (Tautz et al., 2003).
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Tabla 1. Promedio de las mediciones extraidas de las tablas de Bequaert (1948) de las
principales caracteristicas conchologicas de las tres especies en estudio. Los cinco primeros
caracteres fueron colocados en milimetros.

Ancho en \ Ancho en

Especie Longitud vista de ‘ vista de ‘ Apertura
frente ‘ Perfil ‘ Longitud = Ancho ‘
M. huascari 100.4 53 474 52.6 23.9 5.5
M. popelairianus 134.1 80.4 64.5 73.8 39.5 5.5
M. capillaceus 65.04 40 3441 40.27 18.73 52

Uno de los primeros articulos desarrollados con el objetivo de reconocer
individuos de una especie mediante una secuencia de ADN, fue publicado en el afio
2000 y utilizé como marcador a un segmento de 300 pares de bases del gen citocromo B
del ADN mitocondrial para resolver casos forenses (Parson et al., 2000). Le siguieron
muchos investigadores que utilizaron la misma metodologia con diferentes marcadores
moleculares en mircroorganismos (Rosello-Mora & Amann, 2001), artropodos (Smith
et al., 2005), peces (Ward et al., 2005), aves (Herbert et al., 2004), anfibios (Vences et
al., 2005) y en el orden Pulmonata (Pfenninger et al., 2006).

Para formalizar lo anterior, desde el afio 2003 se puede hablar de DNA Barcode
o codigo de barras genético. Este término se refiere a que una corta secuencia de ADN
puede servir para identificar especies, de la misma forma que el coédigo de barras de los
supermercados sirve para identificar algin producto. La diferencia radica en la
existencia de cuatro posibilidades de cambio del ADN en vez de los digitos de los
numeros arabigos, siendo que la ocurrencia de mutacion en la tercera posicion de cada
codon es mucho mas frecuente (si es que tratamos con secuencias codificantes) y que en
algunos casos tienden a tener so6lo una opcién (para no volverse deletéreas), entonces
matematicamente estudiando tan solo 72 nucledtidos existirian 274 (16 777 216)
secuencias diferentes, con lo que cada especie tendria la posibilidad de ser identificada

por una unica secuencia (Herbert et al., 2003a).

En los ultimos afios se ha discutido mucho sobre cudl es la secuencia marcadora
idonea para que se lleve a acabo de manera universal el reconocimiento especifico,
dentro de los cuales cabe destacar los que se encuentran en el genoma mitocondrial,
debido a su alta tasa de mutacién y carencia de recombinacion (Avise et al., 1987,
Brown et al., 1979). Asi, se han evaluado dos posibles marcadores, la subunidad mayor

del gen ribosomal (16S rRNA) y Citocromo C Oxidasa Subunidad I (COI), este ultimo
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es el que presenta un mayor numero de cualidades, como la existencia de primers
universales (Folmer et al., 1994), los cuales ya han sido probados en el Laboratorio de
Sistematica Molecular y Filogeografia de la Facultad de Ciencias Bioldgicos de la
UNMSM, y una alta tasa de mutacion en la 3ra posicion de los codones, que le confiere
posibilidad de cambio tres veces mayor a la del otro marcador. Ademas, este segmento
gendémico casi nunca presenta rearreglos del tipo inserciones-deleciones (indels), por
tanto, los alineamientos son mucho mas sencillos de realizar por estar libres de gaps.
Por todo ello, estd propuesto como el marcador genético ideal para el cédigo de barras

de ADN (Herbert et al., 2003a).

Con lo anterior, pareceria que el gen COI es el adecuado para cumplir esta
funcion, pero en algunos grupos de organismos este marcador puede tener dificultades
técnicas para su amplificacion debido a mutaciones en la regién de los primers o puede
no poseer suficiente poder de resolucion como en anfibios, donde el 16S rRNA tuvo una

mejor performance (Vences et al., 2005).

La divergencia genética es clave para la identificacion de especies, porque
determina el grado de variacion del marcador y por tanto su posibilidad de ser tinico
para una especie. Estudios en aves y otros organismos encontraron que al menos 2% de
divergencia entre especies determina la posibilidad de reconocer una especie (Herbert et
al., 2003b; Herbert et al., 2004). Al hacer una comparacion de la secuencia COI se
demuestra que el phylum Mollusca presenta en promedio aproximadamente 11% de
variacion de la secuencia nucleotidica comparando 1155 pares de especies, pero
también existen especies, en muy baja proporcidon, cuyas secuencias se diferencian en

menos del 1% (Herbert et al., 2003b).

La divergencia intraespecifica de los genes mitocondriales, en la mayoria de los
casos, es menor al 1% en el gen de la citocromo ¢ oxidasa (Avise, 2000) y no es mayor
al 2% en el gen COI (Hebert et al., 2003a), pero existen algunos grupos con alta
divergencia generalmente causada por aislamiento geografico, y en estos casos el COI
puede haber variado lo suficiente no s6lo para poder discriminar especies cercanamente
relacionadas sino también grupos poblacionales dentro de una especie (Cox & Hebert,

2001; Wares & Cunningham, 2001).
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El genoma mitocondrial de caracoles terrestres pertenecientes al orden
Pulmonata, tiene como caracteristica intrinseca una alta tasa de variacion, lo cual podria
aumentar la resolucion en el reconocimiento mediante el codigo de barras de ADN
utilizando un marcador mitocondrial, y hasta podria ser util, si el tiempo de aislamiento
geografico es el suficiente, para reconocer poblaciones de una misma especie (Chiba et

al., 1999; Thomaz et al., 1996, Pinceel et al., 2005).

Existe un grupo grande de cientificos en todo el mundo, muy interesado en
resolver el problema taxondmico usando secuencias de ADN, tal es asi que en el afo
2004 se cred el Consorcio para el Coédigo de Barras de la Vida (CBOL), que ha
desarrollado un sistema de adquisicion, almacenamiento, analisis y publicacion de datos
relacionados al codigo de barras de ADN, estableciendo la base de datos del DNA
barcode (Ratnasingham & Herbert, 2007).

Por otra parte, las secuencias de varios marcadores de ADN mitocondrial se han
convertido en la panacea de muchos investigadores, debido a sus cualidades, tales como
alta tasa de mutacion, herencia materna y carencia de recombinacion, las cuales le
otorgan la capacidad de resolver relaciones filogenéticas, descifrar la historia genético
poblacional de las especies, asi como la estructuracion geogréfica y genética de las

poblaciones (Avise, 2000; Hugall et al., 2002; Koblmdiller et al., 2006).

Los analisis de reconstruccion filogenética han sido realizados exitosamente con
las secuencias del gen COI en moluscos. Asi se puede citar a Holland y Hadfield, que
en el afio 2002, establecieron la filogenia de individuos pertenecientes a la familia
Achatinellidae con propositos de conservacion. Rundell y sus colaboradores (2004)
realizaron un estudio de varias especies de la familia Succineidae, especialmente
localizadas en Hawaii y Asia, resolviendo sus relaciones evolutivas. En el 2006,
Ketmaier y colaboradores realizaron un andlisis filogenético exitoso del género
Solatopupa (familia Chondrinidae), el cual no habia podido ser resuelto mediante
analisis morfologico ni del cariotipo. Siendo Succineidae y Chondrinidae familias
pertenecientes al clado de los “no achatinoide” igual que Megalobulimidae, en la
filogenia de los caracoles terrestres utilizando como marcadores a los genes

ribosomales, subunidades 5.8S, 28S y la region espaciadora interna 2 (ITS2) (Wade et
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al, 2001), por tanto son los dos estudios con especies evolutivamente mas cercanas a las

que son motivo de esta tesis.

Utilizando so6lo caracteres morfologicos convencionales muchas veces es dificil
reconocer individuos a nivel de especie, porque se puede hacer frente a especies
cripticas, caracteres con plasticidad fenotipica o con variacion sobrepuesta. Para superar
estos inconvenientes, la filogenética molecular utilizando especialmente dos genes -16S
rRNA y COI- han logrado agrupar y clasificar hasta nivel de especie a diferentes tipos

de gastropodos (Elejalde ef al., 2008; Donald ef al., 2005).

Dentro del plan estratégico del Convenio sobre Diversidad Bioldgica (CDB)
realizado en la ciudad de Rio de Janeiro, Brasil, se enmarcan varios objetivos, siendo
uno de los mas importantes promover la conservacion de la diversidad genética de la
fauna silvestre y con potencial valor comercial, en donde también se encuentra
involucrado el conocimiento ancestral de las comunidades nativas, que estd dentro del
area de proteccion de los componentes de la biodiversidad (CDB, 1992). El Peru, como
pais asistente, se comprometié a velar por la diversidad biologica, tal como lo indica el
articulo 68 de la Constitucion Politica del Pert de 1993. Los cientificos como parte del
Estado tenemos la mision de materializar estas ideas para garantizar el crecimiento de

nuestro pais.

El incremento de la poblacion humana y sus actividades ponen en riesgo la
sobrevivencia de muchas especies. La conservacion biologica de la mano con la
genética de poblaciones, filogenética y filogeografia permiten conocer la historia
evolutiva de las poblaciones, que van mas alla de perfiles ecoldgicos y demograficos

que solo reflejan lo que sucede en un momento determinado (O’Brian, 1994).

La diversidad genética es uno de los factores mas importantes en la salud de las
poblaciones, ya que baja variabilidad reduce considerablemente su capacidad de
adaptarse a los cambios. La primera investigacion que publicé una baja diversidad
genética fue realizada en 1974 por Bonnel y Selander, en alozimas del elefante marino
Mirounga angustirostris, le siguieron trabajos que encontraron solo dos haplotipos
mitocondriales en 40 individuos de esa especie. Ello fue una consecuencia de un cuello

de botella genético por la desmedida caceria sobre estos animales (Hoelzel et al., 1993).
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A nivel mundial existen muchas especies que se estan extinguiendo, o peor aun,
que ya estan extintas, sin siquiera conocer de su existencia, ;cémo poder protegerlas o
utilizar los recursos de la grandiosa diversidad biologica, adecuadamente? La respuesta
es obvia, si no se conocen no se pueden establecer programas de conservacion, ni

mucho menos disefiar planes de utilizacion sustentable de ellos.

Comprendiendo el problema es que se plantea una solucion, que consiste en
utilizar una secuencia de ADN como un codigo de barras genético para reconocer a una
especie en particular, de forma facil, rapida y econdomica. Mdas aun, los segmentos de
ADN proveen informacién invaluable para resolver relaciones evolutivas y evaluar la
diversidad genética, el grado de la variabilidad de la especie, lo cual otorga una vision
del estado de la salud genético poblacional de estos taxa nunca antes estudiados a nivel
molecular. Los resultados de esta tesis constituirdn importantes elementos para la

eventual certificacion de estas especies en el creciente biocomercio peruano.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo General

Desarrollar perfiles de ADN de los Megalobulimidae de San Martin que hagan
posible su reconocimiento a nivel especifico y estudiar su salud genético poblacional
mediante la diversidad genética, todo ello para eventualmente certificar a estas especies

en el biocomercio peruano.

1.1.2 Objetivos especificos
» Estandarizar la técnica de PCR para amplificar los genes COI y 16S rRNA de
individuos de Megalobulimus huascari, Megalobulimus popelairianus 'y

Megalobulimus capillaceus del Departamento de San Martin - Peru.

e Obtener secuencias de COI y 16S rRNA de individuos de la familia

Megalobulimidae de la region en estudio.
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Determinar la diversidad y divergencia genética del COI y del 16S rRNA entre y

dentro de Megalobulimus huascari'y Megalobulimus capillaceus.
Establecer las relaciones filogenéticas de las tres especies en estudio,

conducentes a la obtencion de perfiles de ADN, que funcionen como un codigo

de barras, que permita su fehaciente diagnosis.
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2. Materiales y Métodos
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2.1. Area de estudio y material colectado

El area de colecta abarcd gran parte del Departamento de San Martin (Peru). Se
puede citar a tres regiones ecogeograficas, bosque hiimedo premontano transicional a
bosque huimedo tropical (Saposoa, Piscayacu y Pasarraya), bosque himedo premontano
(Lamas, Moyobamba y Rioja) y bosque seco tropical (Tarapoto, Juan Guerra y

Caspizapa) (ONEERN, 1976; Garcia-Villacorta, 2009).

Los bosques tropicales abarcan solamente poco menos del 10% del érea
terrestre, pero son el cofre del tesoro de gran parte de la biodiversidad mundial. América
del Sur posee aproximadamente el 21% de los bosques secos tropicales y casi el 58% de
los bosques tropicales himedos del mundo. Lamentablemente los territorios que cubren

estos ecosistemas estan desapareciendo gradualmente (Mayaux et al., 2005).

Los ecosistemas mas golpeados por actividades humanas dentro de los bosques
tropicales son los del tipo seco (Janzen, 1988). Los bosques secos de Tarapoto no
escapan a esta lamentable situacion, ya que se encuentran amenazados por la expansion

agricola y la deforestacion (Garcia-Villacorta, 2009).

Las muestras de Megalobulimus capillaceus fueron colectadas en enero y
febrero de 2008 en las localidades de Tarapoto (Provincia de San Martin), Juan Guerra
(Provincia de San Martin), Caspizapa (Provincia de Picota), Lamas (Provincia de
Lamas), Moyobamba (Provincia de Moyobamba), Saposoa (Provincia de Huallaga),
Rioja (Provincia de Rioja) y Piscoyacu (Provincia de Huallaga) ubicadas en el
Departamento de San Martin — Perti. Cabe resaltar que la mayoria de los individuos de
esta especie fueron encontrados en huertos, es decir asociados a poblaciones humanas.

Ademas, uno de los especimenes fue comprado en el mercado de abastos de Tarapoto.

Las muestras de Megalobulimus huascari fueron colectadas en septiembre de
2007, enero, febrero y marzo de 2008 en las localidades de Juan Guerra y Caspizapa.
También fueron comprados en el mercado de abastos de Tarapoto (Departamento de

San Martin — Pert1).
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Las muestras de Megalobulimus popelairianus fueron colectadas en febrero de

2008 en las localidades de Rioja, Saposoa (probablemente provenientes de Pasarraya —

Alto Saposoa) y uno comprado en el mercado de Juanjui (provincia de Huallaga,

Departamento de San Martin — Peru).

Los individuos colectados fueron fijados en alcohol al 96% y ahora forman parte

de las colecciones cientificas del Departamento de Malacologia y Carcinologia del

Museo de Historia Natural de la UNMSM (MUSM), a cargo de la Dra. Rina Ramirez.

Tabla 2. Individuos colectados por especie y localidad indicando las coordenadas geograficas y

colectores

Especie

Procedencia

Codigo

Coordenadas
Geograficas

Colectores

. S:6°02° 11,2 Rina Ramirez y Carmen
M. capillaceus Moyobamba 16 0: 76° 38’ 26,2 Caldersn 01/02/08
. S:6°35° 20,6 Rina y Francisco
M. capillaceus Juan Guerra 18 0:76° 187 41,2 Ramirez 20/01/08
. S:6°352,4” Rina Ramirez y Carmen
M. capillaceus Juan Guerra 38 0:76°19° 11,87 Caldersn 03/02/08
. S:6°352,4” Rina Ramirez y Carmen
M. capillaceus Juan Guerra 21 0:76°19° 11,87 Caldersn 03/02/08
. S:6° 35 3.7 Rina Ramirez, Carmen
M. capillaceus Juan Guerra 63 0: 76° 18’ 41.2° Calderon y Rondal 28/01/08
. S:6°35°20.6” Rina Ramirez y Carmen
M. capillaceus Juan Guerra 65 0: 76° 18° 412" Calderon 28/01/08
M. capill Lamas 36 | 3625 197 Carmen Calderon 07/02/08
. capillaceus 0:76° 30° 44,57
M. capillaceus Mercado de 17 ; Rina y Francisco 29/01/08
Tarapoto Ramirez
M. 11 Tarapoto 19 5: 628" 187 Carmen Calderon 06/02/08
- caputaceus p 0:76°22° 14.6”
. S:6°28° 18 Rina Ramirez y Carmen
M. capillaceus Tarapoto 20 0: 76°22° 14.6° Calderon 04/02/08
. S:6°28 18”7 ,
M. capillaceus Tarapoto 37 0: 76°22° 14.6° Carmen Calderon 06/02/08
M. capillaceu Tarapoto 39 | 3628 187 Carmen Calderon 06/02/08
- capitaceus P 0:76°22° 14.6”
M. capillaceu Tarapoto g0 | 56728 18" Carmen Calderon 06/02/08
- capriaceus P 0: 76° 22’ 14.6”
. . S:6°04° 18,17 Rina Ramirez y Carmen
M. capillaceus Rioja 22 0: 77 09" 48,5 Caldersn 02/02/08
. . S:6°57° 184 Rina Ramirez y Carmen
M. capillaceus Caspizapa 27 0: 76°25° 5.6” Caldersn 05/02/08
. . S:6°57° 184 Rina Ramirez y Carmen
M. capillaceus Caspizapa 28 0: 76°25° 5.6” Caldersn 05/02/08
. . S:6°57° 184 Rina Ramirez y Carmen
M. capillaceus Caspizapa 29 0: 76°25° 5.6 Calderon 05/02/08
. . S: 6°58° 50" Rina Ramirez y Carmen
M. capillaceus Piscoyacu 50 0: 76° 46° 12 Calderon 05/02/08
. S: 6°5621.8” . ,
M. capillaceus Saposoa 61 0: 76° 46" 18.8” Rina Ramirez 06/02/08
M. huascari Juan Guerra 4 No se tomaron las Scila Reategui 06/09/07
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coordenadas

. S:6°35°20.6” Rina Ramirez, Carmen
M. huascari Juan Guerra 24 0: 76° 18° 412 Calderon y Rondal 28/01/08
. S: 6°35° 18,8 Rina Ramirez, Carmen
M. huascari Juan Guerra 25 0: 76° 18° 59 Calderon y Rondal 30/01/08
. S:6°35 7,7 Victor Borda y Carmen
M. huascari Juan Guerra 79 0:76° 197 18.4” Calderon 04/03/08
. S:6°35 7,7 Victor Borda y Carmen
M. huascari Juan Guerra 82 0:76° 197 18.4” Calderon 02/03/08
. S:6°35° 7,7 Victor Borda y Carmen
M. huascari Juan Guerra 83 0:76° 197 18.4” Calderon 04/03/08
M. aff. huascari Mercado de 90 ) Rina Ramirez y Carmen 03/02/08
Tarapoto Calderén
M. aff. huascari Mercado de 91 ) Rina Ramirez y Carmen 03/02/08
Tarapoto Calderén
. . S:6°5724.8” ..
M. aff. huascari Caspizapa 94 0: 76° 257 4.0° Alicia Flores 05/02/08
.. .. S:6°4° 9 Rina Ramirez y Carmen
M. popelairianus Rioja 67 0:77° 10° 83” Caldersn 01/02/08
.. Saposoa- S: 6°56° . .
M. popelairianus Chambira 95 0: 76° 47° Rina Ramirez 06/02/08
.. Saposoa- S: 6°46° Rina Ramirez y Juan
M. popelairianus Pasarraya 93 0: 76° 49° Renjifo 06/02/08
Conseguido
en Saposoa,
M. aff. popelairianus procedente - Rina Ramirez 06/02/08
78
del Mercado
de Juanjui

Los especimenes de M. huascari y M. popelairianus fueron dificiles de

identificar a nivel especifico con la taxonomia tradicional porque presentaron caracteres

concholégicos sobrelapados, y en algunos casos s6lo pudieron ser clasificados como

“affinis™ (figura 2). En adelante, cuando en el texto se coloque Megalobulimus spp. se

referird al conjunto de individuos cuya diagnosis a nivel de especie estuvo en duda

utilizando caracteres morfologicos.

Los caracoles de la especie M. capillaceus no presentaron variacioén notoria en

las caracteristicas de sus conchas, excepto por un grupo de individuos colectados en

Caspizapa (figura 3E, F), probablemente esta conchilla distinta no haya sido producto

de cambios evolutivos, sino mas bien de adaptaciones medioambientales o causadas por

algtn tipo de enfermedad.
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Rioja
Moyobamba
Lamas

Juan Guerra

Saposoa
Piscoyacu

Figura 1. Mapa mostrando las localidades de colecta en el Departamento de San Martin.
Modificado de Google Maps.
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Figura 2. Vista frontal y dorsal de 5 individuos evaluados. A y B: M. huascari de Juan Guerra
(codigo 82). Cy D: M. aff. huascari de Caspizapa (codigo 94). E, F, Gy H: M. aff. huascari del
mercado de Tarapoto (codigos 90 y 91) . 1y J: M. popelairianus de Saposoa (codigo 93).
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Figura 3. Vista frontal y dorsal de tres individuos de M. capillaceus. A y B: Lamas (codigo 36).
C y D: Rioja (codigo 22). E y F: Caspizapa (codigo 27).

2.2. Preparacion del material biolégico

Se extrajo entre 1 y 2 mm® de tejido muscular de pie, que fue cortado en trozos
muy pequefios, para facilitar su posterior digestion. Se colocaron en tubos de 1,5 ml con
agua bidestilada, para ser pasados por el proceso de extraccion de ADN en un plazo no
mayor a 3 dias. Para conservarlos en plazos mayores de tiempo se dispusieron en tubos
de 2 ml con alcohol al 96% hasta el momento de la extraccion, en que fueron colocados

en agua en tubos de 1,5 ml.
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2.3. Extraccion de ADN total

Para la obtencion de ADN total se utilizo la técnica del CTAB (Graham et al.,
1994) modificada por Ramirez (2004). Al tejido homogenizado se le agregd 300 ul de
una solucion de 100 mM de Tris-HCI a pH 8,0, 2% CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM
EDTA, 2% PVP, 0,2% de B-mercaptoetanol y 0,05 mg de Proteinasa K, e
inmediatamente se coloco en bafio maria a 60°C hasta que se observd una solucion
homogénea (dos horas aproximadamente, el tiempo dependid del estado de la muestra,
si ésta era de una colecta reciente el tiempo era menor). Seguidamente se incorporaron
310 pl de cloroformo - alcohol isoamilico (96:4) para la remocidn de proteinas, seguido
de una centrifugacion a 13000 rpm por 15', rescatando la fase acuosa. Dicho
procedimiento fue efectuado dos veces. A continuacién se precipita el ADN con 600 pl
de etanol absoluto frio y 25 ul de acetato de amonio 3 M (ambos aproximadamente a
5°C). Posteriormente fue centrifugado a 13000 rpm por 15'. Se descart6 el sobrenadante
y el pellet fue lavado en 1ml de alcohol al 96%, para luego ser centrifugado por segunda
vez. Finalmente, el pellet fue secado a temperatura ambiente por 24 horas ¢ una hora en
estufa a 37°C. Transcurrido el tiempo, se resuspendio en 50 pl de agua bidestilada y se

etiquetd adecuadamente. Las extracciones fueron mantenidas en refrigeracion a -20°C.

2.4. Amplificacion de los marcadores mitocondriales

La amplificacion fue llevada a cabo mediante la técnica de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) (Saiki et al., 1988), con primers internos del gen mitocondrial
16S rRNA, 16SF-104 (GACTGTGCTAAGGTAGCATAAT) y 16SR-472
(TCGTAGTCCAACATCGAGGTCA), diseniados exclusivamente para moluscos y que
amplifican aproximadamente 330 pb (Ramirez, 2004). Las muestras con resultados
positivos, luego fueron amplificadas con los iniciadores universales LCO 1490 (5°-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’) y HCO 2198 (5°-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) publicados por Folmer y colaboradores
(1994), que amplifican 700 pb de la region del genoma mitocondrial correspondiente a

un fragmento del gen Citocromo Oxidasa C subunidad I (COI).

La desventaja de usar el CTAB en el protocolo de extraccion es que tiene el

poder de degradar el material genético, por lo que algunas extracciones pueden resultar
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con muy poca cantidad de ADN. Por ello, primero se amplificaba en un volumen final
de 12,5 pl y de resultar positivo, el volumen total era aumentado a 30 pl para tener

suficiente producto de amplificacion para realizar su secuenciamiento.

2.4.1. Amplificacion del 16S rRNA

Cada tubo de reaccion contenia 1X de buffer de la 7ag ADN polimerasa,
2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,2 uM de cada primer, 0,5 unidades de Tag ADN
polimerasa y de 1 a 3 ul de ADN total para un volumen final de 12,5 ul. Para 30 ul de
volumen final, se aumentaba a una unidad de 7aq ADN polimerasa y de 3 a 6 pul de
ADN total. El control negativo fue obtenido incorporando agua bidestilada en vez del

volumen correspondiente de ADN.

La amplificacion se efectud con una denaturacion inicial de 96°C por 60", seguido de 35
ciclos: Denaturacion a 94°C por 30", hibridacion de los primers a 48°C por 30" y

extension a 72°C durante 60", finalizando con una extension final 72°C por 60".

2.4.2. Amplificacion del COI

Los tubos de reaccion fueron trabajados como anteriormente se menciona, con

la diferencia que la concentracion de cada primer fue de 0,3 pM.

La amplificacion del COI se llevo a cabo con una denaturacion inicial de 96°C
por 2', a continuacion 35 ciclos: Denaturacion a 94°C por 30", hibridacion de los
iniciadores a 45°C (algunas reacciones fueron a 48°C y otras a 50°C) por 30" y
extension a 72°C durante 60", terminando con una paso de extension final a 72°C por 7'.

La temperatura de annealing fue aumentada en las muestras que presentaron mas de una

banda.

Ambos protocolos ya habian sido probados exitosamente en varias especies de
caracoles terrestres del Pert en nuestro laboratorio (Sistemdtica Molecular y

Filogeografia).
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2.5. Visualizacion del ADN por electroforesis

Se realiz6 una corrida electroforética submarina en gel de agarosa al 0,8 %
diluido en tampon de corrida (TBE) y utilizando 4,5 pl de la muestra amplificada
mezclada con 1,5 pl de buffer de corrida (azul de bromofenol y xilen xianol) por 45
minutos a 100 voltios. Luego se procedid a la tincion con Bromuro de Etidio, y

finalmente fueron observados y fotografiados con la ayuda de un transiluminador.

Los geles fueron cargados con muestras amplificadas, los controles negativos,
un marcador de peso molecular GeneRuler 100bp ADN Ladder (Fermentas) y
eventualmente con controles positivos, es decir, muestras que habian resultado

positivas.

2.6. Purificacion y secuenciamiento del ADN

Al menos 20 ul de los productos de PCR positivos, por marcados y por muestra,

fueron enviados a la compaiiia MACROGEN USA (www.macrogen.com) para su

secuenciamiento automatico, previa purificacion por perlas magnéticas.

2.7. Analisis in silico de las secuencias

2.7.1. Edicion de Secuencias

Los electroferogramas, producto del secuenciamiento, fueron analizados con el
programa Chromas (McCarthy, 1996). Las secuencias consenso, utilizando secuencias
en formato FASTA, fueron obtenidas con ayuda del programa CAP3WIN (Huang &
Madan, 1999), a partir del secuenciamiento de las dos hebras de la cadena de ADN.

Para garantizar que los resultados sean veridicos y no productos de
amplificacion de contaminantes con ADN de otros organismos, se realizd una
comparacion de cada una de las secuencias contra la base de datos del GenBank con la
herramienta BLASTn  (Altschul et al, 1997) disponible en la web
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

2.7.2. Outgroup
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Para realizar las filogenias se eligi6 al género Natalina como extragrupo, porque
pertenece a la familia Rhytididae. Esta, en un analisis filogenético de los caracoles
terrestres, se encuentra en un cluster con varias familias, una de ellas Megalobulimidae,
pero que a su vez, los separa del resto de los taxa (Wade et al., 2001; Wade et al.,

2006).

Las secuencias de los genes COI y 16S rRNA fueron extraidas del Genbank,
luego de hacer una busqueda exhaustiva teniendo en cuenta que el tamafio de las
mismas no debia ser menor que el obtenido en este estudio y que ambos marcadores
correspondieran al mismo individuo. Asi, se utilizaron secuencias de Natalina kraussi y
Natalina beyrichi (un espécimen por especie) del trabajo de Moussalli ef al. (2009),
pero lamentablemente tenian un menor tamafio en la region 5° del COI, por lo que se

realizaron algunos anélisis sin los dos taxa del extragrupo.

2.7.3. Alineamiento

Se trabajaron con 17 sets de datos, ocho para el COI y ocho para el 16S rRNA y

uno con los dos marcadores (incluyendo los taxa extragrupos).

Para el gen COI se elabor6 un alineamiento multiple con los extragrupos, para la
caracterizacion de los segmentos gendémicos. El segundo sin los grupos externos, para
los analisis de distancias genéticas. El tercero solo con M. popelairianus, M. huascari y
Megalobulimus spp. sin el individuo namero 91, para realizar el network. El cuarto y el
quinto con los individuos de M. huascari, y otro incluyendo a los de Megalobulimus
spp. (sin tomar en cuenta al espécimen con codigo 91) para determinar los indices
moleculares. El sexto y el séptimo conteniendo todos los haplotipos y el otro sin M. aff.
huascari con codigo 91, ambos para el analisis filogenético. El octavo con todos los
haplotipos, para la reconstruccion filogenética. El tltimo, con los haplotipos sin los taxa

externos, para el andlisis de distancias UPGMA.

Para el gen 16S rRNA se prepar6 un alineamiento multiple con todas las
secuencias, para la caracterizacion molecular. El segundo sin los grupos externos, para

determinar las distancias genéticas. El tercero con las secuencias de M. popelairianus,
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M. huascari y Megalobulimus spp. sin incluir al individuo niamero 91, para elaborar el
network de haplotipos. El cuarto y el quinto con los individuos M. huascari y agregando
a los Megalobulimus spp. (excluyendo a M. aff. huascari con codigo 91), los cuales se
usaron para calcular los indices moleculares. El sexto y el séptimo conteniendo todos
los haplotipos y el otro sin M. aff. huascari con cédigo 91, ambos para el analisis

filogenético. El octavo con los haplotipos sin los del género Natalina, para realizar el

UPGMA.

Las secuencias fueron alineadas con el programa ClustalX 2 (Larkin et al.,
2007), con excepcion de los datos combinados que fueron el resultado de juntar en un
archivo de texto los dos alineamientos con presencia de los extragrupos uno a
continuacion del otro como si se tratara de un solo marcador, en este caso se tuvieron en
cuenta los individuos con los dos genes secuenciados. Los alineamientos multiples de

las secuencias fueron analizados con el programa Bioedit (Hall, 1999).

2.7.4. Caracterizacion de las dos regiones del genoma mitocondrial y calidad de los

datos.

Para la caracterizacion molecular se determiné la cantidad de cada una de las
bases, la frecuencia, la abundancia relativa de las islas CpG. Para evaluar la calidad de
las secuencias se grafico la distribucion de las transiciones y transversiones contra la
distancia genética con el modelo de sustitucion nucleotidica Kimura 2 parameters

(K2p), todo ello con ayuda del programa DAMBE (Xia & Xie, 2001).

2.7.5. Indices Moleculares

La diversidad genética en las especies M. huascari, M. capillaceus y del grupo
M. huascari y Megalobulimus spp. (sin la secuencia nimero 91) fue estimada en base a
varios indices. Los valores de diversidad haplotipica (Hd), diversidad nucleotidica (m),
valor del parametro theta (8) determinado en base al nimero de sitios segregantes (S), el
promedio de diferencias de la comparacion a pares de los haplotipos (K), fueron
obtenidos con los programas DnaSP (Rozas et al., 2003) y Arlequin (Excoffier et al.,
2005).
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2.7.6. Distancias Genéticas

Se realizd la comparacion a pares de los haplotipos y de los individuos
agrupados por especie para cada marcador genético. Como se menciond anteriormente,
los individuos cuyas identificaciones especificas se tenia en duda, fueron separados en

el grupo llamado Megalobulimus spp. (Mspp.)

Las distancias genéticas fueron determinadas usando el programa MEGA 4
(Tamura et al., 2007) eligiendo la opcion de comparacion a pares, es decir entre grupos
y si el nimero muestral lo permitia, también se determind las distancias dentro de los
grupos (solo para las secuencias agrupadas por especie). Siempre se escogié el modelo

de sustitucion nucleotidica K2p.

También se construyd un dendograma de similitud de las distancias genéticas de
los haplotipos por cada gen con el método Unweighted Pair Group Method with
Arithmatic Mean (UPGMA).

2.7.7. Reconstruccion filogenética

Los analisis filogenéticos se realizaron en base a cuatro metodologias diferentes.
La construccion filogenética usando el método de distancia Neighbor Joining (NJ) en el
programa MEGA 4, los métodos de Méaxima Parsimonia (MP) y Maxima Verosimilitud
(ML) fueron realizados usando el programa PAUP* (Swofford, 1998) y para la
Inferencia Bayesiana (BI) se us6 el programa Mr. Bayes 3.2 (Huelsenbeck & Ronquist,

2001).

Los modelos de sustitucion nucleotidica fueron escogidos en base a la
comparacion de los logaritmos de las tasas de verosimilitud (Hierarchical Likelihod
Ratio Tests) por el programa Model Test 3.7 (Posada & Crandall, 1998), en el caso de
utilizar el PAUP, y el Mr. Model Test (Nylander, 2004) cuando se usé el programa Mr.
Bayes.

Se utilizo6 el criterio de verosimilitud en el caso del ML, con el cual se realiza

una comparacion estadistica bastante robusta entre los modelos de sustitucion
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nucleotidica escogidos de a pares, teniendo en cuenta un arbol filogenético inicial
(Sullivan & Joyce, 2005). Por otro lado, la inferencia bayesiana tiene la desventaja de
sobreestimar los valores de probabilidad posterior (Simmons et al., 2004) y para evitar
ello se debe utilizar modelos lo més complejos posibles (Huelsenbeck & Rannala,
2004), tal es asi que se escogid el modelo obtenido por el criterio de verosimilitud, ya

que tiende a seleccionar modelos més complicados que el criterio de Akaike.

Sin embargo, el Mr. Bayes tiene la particularidad de poder utilizar el modelo
elegido para cada gen por separado para hacer el analisis bayesiano en un set de datos
concatenado (trabaja con cada particion independientemente). Por ello es que el modelo
de sustitucion elegido para hacer el andlisis de ambos genes fue el que resultd de cada

marcador por separado.

Debido a la presencia de gaps en el alineamiento del gen 16S rRNA se
realizaron dos reconstrucciones filogenéticas. En el caso de tomarlos en cuenta, su
utilizacion fue como si se tratara de otro caracter (quinto estado) utilizando las opcion
gapmode=newstate en el PAUP, realizando el analisis de parsimonia, y para el NJ se
escogio la opcion Pairwise deletion en el programa MEGA. En el caso de no usarlos, se
les dio el valor de datos imposibles de determinar activando la opciones Complete
deletion en MEGA y gapmode=missing en el PAUP, para las metodologias NJ y MP,

respectivamente.

La BI y ML tienen la desventaja de reconocer a los gaps como missing data, es
decir datos inutiles, por lo que s6lo se obtuvo un arbol filogenético para cada set de

datos analizados con estas metodologias.

Se realizaron dos inferencias filogenéticas con BI y ML, una con todos los

haplotipos y otra sin el Maffhua2.

Con la finalidad de determinar si los dos marcadores tenian la misma senal
filogenética, antes de realizar la reconstruccion filogenética con los datos combinados,
se realizo la prueba de homogeneidad (Homogeneity Test) desarrollada pos Farris et al.
(1994) en el programa PAUP, con el algoritmo de busqueda branch-and-bound y un

remuestreo de 1000 con el criterio de parsimonia.
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2.7.7.1. Método de distancia

Se reconstruyeron los arboles filogenéticos para los dos genes con grupos
externos con el método Neighbor-Joining (NJ) en el MEGA con el modelo de
sustitucion nucleotidica Kimura 2 parameters y un patrén homogéneo entre los linajes
e indicando el valor de parametro alfa de la distribucion gamma obtenido por el
programa Model Test. Para determinar estadisticamente la consistencia de los nodos se

realizd una prueba no paramétrica de Bootstrap con 1000 réplicas.

2.7.7.2. Método de Maxima Parsimonia

Los alineamientos con los dos marcadores moleculares, incluyendo los
extragrupos, fueron utilizados para este analisis que fue implementado en PAUP, en el
que se especificd un algoritmo de busqueda heuristica con el arbol inicial obtenido por
stepwise addition y también se uso el algoritmo de Tree-Bisection-Reconection (TBR)
para el Branch-swapping. Se us6 con mil repeticiones de Bootstrap para determinar el

sustento de los nodos.

2.7.7.3. Método de Maxima Verosimilitud

El analisis de Méaxima Verosimilitud en PAUP se realiz6 con un algoritmo de
busqueda heuristica obteniéndose el arbol filogenético inicial por stepwise addition para
luego realizar la adicion de las secuencias por AS-IS con un nimero de repeticiones de
5. El algoritmo de Tree-Bisection-Reconection (TBR) fue usado para el Branch-
swapping. Para determinar el sustento de cada nodo se utiliz6 un Bootstrap de 1000

réplicas.

2.7.7.4. Método de Inferencia Bayesiana

Para el andlisis bayesiano se usaron 2 000 000 de generaciones de cuatro
Cadenas de Markov-Monte Carlo (MCMC) con un muestreo cada 100 generaciones,
con dos repeticiones independientes. Para el calculo de las probabilidades posteriores de
los arboles, se us6 un burn-in (nimero de arboles no considerados para el analisis) de

5000, equivalente al 25% de los arboles muestreados.
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2.7.8. Analisis de Network

Se efectu6 un network por cada gen con los alineamientos conteniendo
solamente a M. huascari y M. popelairianus, ambos realizados con el método de
Median Joining en el programa Network 4.5.1 (Bandelt et al., 1999) que no toma en

cuenta los gaps.

2.7.9. Barcode

Los perfiles de ADN deben ser tnicos para cada especie y cumplir algunos
requisitos previos, tales como: los haplotipos de la especie con la region gendmica a
evaluar deben resultar en una monofilia y tener una distancia genética intraespecifica

menor al 2% (Hebert et al., 2004).

De cumplir los requerimientos anteriores, los perfiles COI obtenidos a partir de
las secuencias nucleotidicas seran confrontados contra las bases de datos del National

Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con

ayuda de la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) y del Barcode of
Life Data Systems (BOLD) (http://www.barcodinglife.org/).

Una vez que han cumplido los requisitos previos, para que los perfiles COI
puedan entrar en el BOLD y sean validados como barcode, se debe introducir por lo
menos tres secuencias de ADN por especie. Ademas, es indispensable contar con los
datos de la especie, las coordenadas de la localidad de procedencia, lugar de
conservacion, institucion que realiza la investigacion, fragmentos de COI mayores a 500
pb y verificar que los primers utilizados estén aprobados por esta base de datos

(Ratnasingham & Hebert, 2007).

Una vez introducidas en la base de datos, éstas son analizadas para lograr su
identificacion mediante las herramientas basicas Full Database y Species Database. A
continuacion se presenta un resumen de cada base de datos con los datos actualizados a

la fecha de 17 de diciembre de 2009.
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Al elegir la opcion Full Database, realiza una comparacion contra la base de
datos denominada A/l Barcode Records que presenta 714 208 secuencias de COI de por
lo menos 500 pb no validadas e incluye datos moleculares de individuos sin

identificacion a nivel de especie.

La opcidn Species Database, ejecuta una pesquisa en la base de datos llamada
Species Level Barcode, la cual posee 729 255 secuencias del COI de por lo menos 500
pb para 67 914 especies y 25 554 especies cuya identificacion especifica ain se

mantiene como interrogante.
También se construy6 un arbol filogenético con el método de NJ y el modelo de

sustitucion nucleotidica de K2p de la secuencia problema con las 100 secuencias de

COI encontradas en la base de datos que posean mayor grado de similitud a ésta.
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3. Resultados
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3.1. Extracciones de ADN total

En total se logro extraer ADN geondmico exitosamente (considerando como
extraccion exitosa las que amplificaron por lo menos el 16S rRNA) a 63 individuos, con

un porcentaje de éxito de 91,3% (tablas 3,4 y 5).

3.2. Amplificacion de los genes

El 73,44% de las extracciones positivas, dieron resultados satisfactorios para el
gen COL De éstos se obtuvo doble o triple banda a una temperatura de annealing de
45°C en 21 muestras, todas ellas pertenecientes a M. capillaceus. Ninguna dio resultado
satisfactorio a 48°C de annealing, pero si a 50°C. Es por ello que son consideradas
dentro de las amplificaciones exitosas para el COI, a pesar de que en una primera

oportunidad presentaron bandas inespecificas (tablas 3, 4 y 5).

Tabla 3. Numero y porcentaje de éxito de las extracciones y pruebas de PCR para
la especie M. capillaceus

ocalldad one 6S rRNA 0

48°C’ 45°C" | 50°C’ Doble Banda
Tarapoto 7 7 2 3 60%
Tarapoto Mercado 1 1 1 0 0%
Juan Guerra 8 8 2 4 66,67%
Caspizapa 5 5 2 3 60%
Lamas 6 6 3 0 0%
Moyobamba 10 10 3 4 51,14%
Saposoa 1 1 1 0 0%
Rioja 4 4 2 1 33,33%
Piscoyacu 9 8 0 6 100%
Porcentaje 98%* 74%* 56,76%*

" Temperaturas de annealing en cada prueba de PCR.
2 3 Porcentaje de éxito para los marcadores 16S rRNA y COL
* Porcentaje de amplificados del gen COI a 45°C con ocurrencia de doble banda.
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Tabla 4. Nimero y porcentaje de éxito de las extracciones y pruebas de PCR para
las especies M. huascari y M. aff. huascari

ocalldad one 6S rRNA 0

48°C’ 45°C" | 50°C’ Doble Banda
Juan Guerra 7 6 5 0 0%
Tarapoto Mercado 2 2 2 0 0%
Caspizapa 2 2 1 0 0%
Porcentaje 90,91%" 80%° 0%*

" Temperaturas de annealing en cada prueba de PCR.
2, % Porcentaje de éxito para los marcadores 16S rRNA y COL
* Porcentaje de amplificados del gen COI a 45°C con ocurrencia de doble banda.

Tabla 5. Numero y porcentaje de éxito de las extracciones y pruebas de PCR para
las especies M. popelairianus y M. aff. popelairianus

ocalida accione 6S rRNA 0

48°C’ 45°C" | 50°C’ Doble Banda
Rioja 2 1 1 0 0%
Saposoa 5 2 0 0 0%
Mercado de Juanjui 1 1 1 0 0%
Porcentaje 50%" 50%" 0%*

" Temperaturas de annealing en cada prueba de PCR.
2, % Porcentaje de éxito para los marcadores 16S rRNA y COL
* Porcentaje de amplificados del gen COI a 45°C con ocurrencia de doble banda.

La visualizacion de las amplificaciones del gen COI y su comparaciéon con un
marcador de peso molecular, dieron como resultado bandas de aproximadamente 700 pb
(figura 4). En algunas amplificaciones de este marcador en individuos de M. capillaceus

se tuvo la ocurrencia de mas de una banda (figura 5; tabla 3).
Para los productos de PCR del gen 16S rRNA, se obtuvo una banda de una

longitud mayor a 300 pb y no se presentaron muestras con bandas inespecificas en

ninguna de las especies en evaluacion (figuras 6 y 7).
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700 pb -
500 pb ----

100 pb ...

Figura 4. PCR de COI de M. capillaceus, carriles 2 y 3 son blanco negativo y marcador de peso
molecular respectivamente, en 1, 4, 5, 6 se observa una banda de aproximadamente 700pb.

700 pb ---

250 pb ...

100 pb ----

Figura 5. PCR de COI, carriles 1 y 2 son blancos positivo (perteneciente a M. huascari) y
negativo respectivamente, en los carriles 3, 4 y 5 se aprecian dobles bandas (M. capillaceus).
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400 pb -+
300 pb ...

100 pb ----

Figura 6. PCR de 16S rRNA, carriles 1 y 2 son blanco negativo y marcador de peso molecular
respectivamente, en los carriles 3 y 4 se aprecian resultados positivos de individuos de la
especie M. huascari con un tamafo superior a 300 pares de bases.

300 pb -
100 pb -

Figura 7. PCR de 16S rRNA, carriles 1 y 2 son resultados positivos de especimenes de M.
capillaceus, 3 y 4 resultado negativo pero con presencia de ADN de M. popelairianus y blanco
negativo, respectivamente.

38



3.4. Secuenciamiento

Para M. capillaceus, M. huascari y M. popelairianus se obtuvieron 54
secuencias de 32 individuos tomando en cuenta ambos marcadores, pero solo para 22 de

ellos se obtuvieron las secuencias de los dos genes (Tabla 6).

Tabla 6. Individuos ordenados por especie y codigo que fueron
utilizados para este estudio. Se indican los genes secuenciados para

cada uno
Especie Cédigo 16SrRNA |  COI |
Megalobulimus capillaceus 16 X X
Megalobulimus capillaceus 18 X
Megalobulimus capillaceus 38 X X
Megalobulimus capillaceus 21 X X
Megalobulimus capillaceus 63 X X
Megalobulimus capillaceus 65 X X
Megalobulimus capillaceus 36 X X
Megalobulimus capillaceus 17 X X
Megalobulimus capillaceus 19 X X
Megalobulimus capillaceus 20 X
Megalobulimus capillaceus 37 X
Megalobulimus capillaceus 39 X
Megalobulimus capillaceus 40 X
Megalobulimus capillaceus 22 X X
Megalobulimus capillaceus 27 X
Megalobulimus capillaceus 28 X
Megalobulimus capillaceus 29 X X
Megalobulimus capillaceus 50 X X
Megalobulimus capillaceus 61 X X
Megalobulimus huascari 4 X
Megalobulimus huascari 24 X X
Megalobulimus huascari 25 X X
Megalobulimus huascari 79 X X
Megalobulimus huascari 82 X X
Megalobulimus huascari 83 X X
Megalobulimus aff. huascari 90 X X
Megalobulimus aff. huascari 91 X X
Megalobulimus aff. huascari 94 X X
Megalobulimus popelairianus 67 X X
Megalobulimus popelairianus 95 X
Megalobulimus popelairianus 93 X
Megalobulimus aff. popelairianus 78 X X
Natalina beyrichi* - FJ262179 | FJ262245
Natalina kraussi* - FJ262234 | FJ262300

*En las casillas donde se indican los marcadores se han colocado los niimeros

de accesion de las secuencias depositadas en el Genbank por Moussalli et al.
(2009).
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3.5. Analisis in silico de las secuencias de ADN

3.5.1. Gen COI

3.5.1.1. Caracterizacion de las secuencias

Para el marcador COI, el tamafo del alineamiento de las secuencias obtenidas
experimentalmente fue de 706 pb sin presencia de gaps (Indels o inserciones-
deleciones). La variacion esta distribuida homogéneamente a lo largo de las secuencias
excepto en las regiones 5" y 3" terminales que fueron muy conservadas. Como era de
esperarse para un marcador codificante, las mutaciones se dieron en su gran mayoria en
la tercera posicion de los codones. Por el contrario, el alineamiento con los grupos
externos fue de 667 pb, porque las secuencias obtenidas del GenBank fueron mas cortas

en el extremo 5" y tampoco presentd gaps.

Tabla 7. Nominacion de los haplotipos encontrados para el gen COI por individuo

Especie \ Procedencia \ Cédigo = Haplotipos \
Megalobulimus capillaceus Moyobamba 16 Mcap
Megalobulimus capillaceus Juan Guerra 38 Mcap
Megalobulimus capillaceus Juan Guerra 21 Mcap
Megalobulimus capillaceus Juan Guerra 63 Mcap
Megalobulimus capillaceus Juan Guerra 65 Mcap
Megalobulimus capillaceus Lamas 36 Mcap
Megalobulimus capillaceus Mercado de Tarapoto 17 Mcap
Megalobulimus capillaceus Tarapoto 19 Mcap
Megalobulimus capillaceus Tarapoto 37 Mcap
Megalobulimus capillaceus Tarapoto 39 Mcap
Megalobulimus capillaceus Tarapoto 40 Mcap
Megalobulimus capillaceus Rioja 22 Mcap
Megalobulimus capillaceus Caspizapa 27 Mcap
Megalobulimus capillaceus Caspizapa 28 Mcap
Megalobulimus capillaceus Caspizapa 29 Mcap
Megalobulimus capillaceus Piscoyacu 50 Mcap
Megalobulimus capillaceus Saposoa 61 Mcap
Megalobulimus huascari Juan Guerra 24 Mhual
Megalobulimus huascari Juan Guerra 25 Mhua?2
Megalobulimus huascari Juan Guerra 79 Mhua3
Megalobulimus huascari Juan Guerra 82 Mhua4
Megalobulimus huascari Juan Guerra 83 Mhua4
Megalobulimus aff. huascari Mercado de Tarapoto 90 Mafthual
Megalobulimus aft. huascari Mercado de Tarapoto 91 Mafthua2
Megalobulimus aft. huascari Caspizapa 94 Mafthua3
Megalobulimus popelairianus Rioja 67 Mpopl
Megalobulimus aff. popelairianus Mercado de Juanjui 78 Maffhual
Natalina beyrichi - - Nbey
Natalina kraussi - - Nkra
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Los datos colapsaron en nueve secuencias distintas (haplotipos) con s6lo una
secuencia para todos los individuos de M. capillaceus, a pesar de tener mayor nimero

de individuos secuenciados (tabla 7).

En el alineamiento con los taxa del grupo externo se encontraron 453 sitios
conservados y 214 variables, de los cuales 155 son parsimoniosamente informativos y el
resto son mutaciones puntuales en un haplotipo (singletons). Aproximadamente el 80%

de las posiciones variables tuvieron lugar en la tercera posicion del codon

3.5.1.2. Caracterizacion de la region del COI del genoma mitocondrial y calidad de los

datos

La familia Megalobulimidae presentd en promedio 62,8% de adeninas y timinas,
mientras que los taxa del extragrupo tuvieron 68,64% para el gen COI. Por otra parte la
abundancia de las islas CpG es aproximadamente 10% mayor en el haplotipo Mafthua2

(tabla 8).

Tabla 8. Cantidad, frecuencia de las bases nucleotidicas y abundancia relativa
de las islas CpG para los haplotipos de M.capillaceus, M. huascari, M.
popelairianus, N. beyrichi y N. kraussi con el marcador COI

Haplotipo Valor Absoluto \ Frecuencia AR
A C G T | A C G T CpG
Mcap 171 | 113 | 147 | 275 ] 0,2422 | 0,1601 | 0,2082 | 0,3895 | 0,5431
Mhual 171 | 113 | 140 | 282 | 0,2422 | 0,1601 | 0,1983 | 0,3994 | 0,5294
Mhua3 171 | 114 | 140 | 281 | 0,2422 | 0,1615 | 0,1983 | 0,3980 | 0,5690
Maffthua3 | 171 | 112 | 141 | 282 | 0,2422 | 0,1586 | 0,1997 | 0,3994 | 0,5294
Mhua4 170 | 112 | 141 | 283 | 0,2408 | 0,1586 | 0,1997 | 0,4008 | 0,5294
Maffthual | 169 | 113 | 142 | 282 | 0,2394 | 0,1601 | 0,2011 | 0,3994 | 0,5212
Mhua2 169 | 116 | 142 | 279 | 0,2394 | 0,1643 | 0,2011 | 0,3952 | 0,5515
Mpopl 171 | 115 | 139 | 281 | 0,2422 | 0,1629 | 0,1969 | 0,3980 | 0,5253
Mafthua2 | 160 | 135 | 148 | 263 | 0,2266 | 0,1912 | 0,2096 | 0,3725 | 0,6347
Nbey* 184 | 85 | 122 | 276 | 0,2759 | 0,1274 | 0,1829 | 0,4138 | 0,5604
Nkra* 164 | 85 | 125 | 293 | 0,2459 | 0,1274 | 0,1874 | 0,4393 | 0,5445

*Las secuencias tuvieron s6lo 667 pb.

La distribucion de las transiciones y transversiones con respecto a las distancias
genéticas dio como resultado la ausencia de saturacion en las secuencias alineadas sin

los taxa del grupo externo (figura 8).
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Figura 8. Transiciones y transversiones comparadas con la distancia genética con el modelo de
sustitucion nucleotidica K80 (K2p) del alineamiento del gen COI de las especies del género
Megalobulimus sin los taxa del grupo externo. “s”: transiciones; “v”: transversiones.

Por otro lado, cuando se incluyeron las dos secuencias de los taxa del grupo
externo, se presentd el plateau (meseta) que en la grafica de las transiciones y
transversiones indica un nivel de saturacion moderado en las transiciones. Asimismo, al
realizar este analisis por cada posicion de los codones se determina que las transiciones

de la tercera posicion son las que presentan mayor saturacion (figuras 9 y 10).

013 X

Xs

Syv

i) | | | |
0,00 =
0,000 0,0461 0,0922 0,1383 0,1844 0,2305 0,2766

K80 distance

Figura 9. Transiciones y transversiones comparadas con la distancia genética con el modelo de
sustitucion nucleotidica K80 (K2p) del gen COI de las especies del género Megalobulimus y
grupos externos. “s”: transiciones; ‘v’ transversiones.
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Figura 10. Transiciones y transversiones comparadas con la distancia genética de cada una de
las posiciones nucleoticas de los codones con el modelo de sustitucion nucleotidica K80 (K2p)
del gen COI de las especies del género Megalobulimus y grupos externos. Donde, “s”:
transiciones; “v”: transversiones. 1st, 2nd, 3rd simbolizan primera, segunda, tercera posicion
de los codones y all, las tres posiciones juntas.

Las tendencias de las graficas anteriores no se alteran si son realizadas con el set

de datos sin la secuencia del haplotipo Maffhua2 (resultados no mostrados).

3.5.1.3. Distancia Genética

Se observd que el halplotipo Maffhua2, tiene una alta divergencia con los M.
huascari y el M. popelairianus. Ademas, el resto-cuya identificacion se tenia en duda-

presenta una muy baja distancia con respecto a la especie M. huascari (tablas 9 y 10).

Se formod un grupo con todas las secuencias de M. popelairianus, M. huascari y
las de los individuos sin identificacion especifica, con excepcion de Maffhua2. Resulto
que la distancia genética dentro de este grupo con el modelo de sustitucion nucleotidica

de K2p fue muy baja e igual a 0,0104 (figura 11).
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Tabla 9. Distancias entre los pares de haplotipos del COI, siguiendo el modelo de

sustitucion nucleotidica K2p para taxa de Megalobulimus
Haplotipos Mhua | Maffhua | Maffhua | Mhua | Mhua | Mhua | Mpop | Maffhua Mecap

4 3 1 1 3 2 1 2
Mhua4
Maffhua3 0,0014
Maffhual 0,0028 | 0,0043
Mhual 0,0028 | 0,0043 0,0057
Mhua3 0,0043 | 0,0057 0,0071 0,0014
Mhua2 0,0071 0,0086 0,0100 | 0,0071 | 0,0086
Mpopl 0,0291 0,0306 0,0321 0,0291 | 0,0306 | 0,0306
Maffthua2 0,0675 | 0,0691 0,0708 | 0,0675 | 0,0691 | 0,0691 | 0,0838
Mcap 0,1905 | 0,1923 0,1944 | 0,1905 | 0,1925 | 0,1964 | 0,1946 | 0,2163

* Azul: M. huascari, verde: Megalobulimus spp., marron: M. popelairianus, rojo: M.
capillaceus.

Tabla 10. Distancias inter e intraespecificas de M. capillaceus, Megalobulimus spp., M.
popelairianus, N. beyrich 'y N. kraussi con el gen COI con el modelo K2p

* Para etiquetar cada grupo se uso la primera letra del género y las tres primeras letras de la
especie.
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Divergencia (%)
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Iira Género Mhua y Mspp MhuayMspp  Mhua, Mpop v Mspp Mhua, Mpop

(sinMaffhua2) (sinMaffhua2) v Mspp

Figura 11. Distancias genéticas intragénero e intragrupo del COI haciendo varias
combinaciones de las secuencias de M. capillaceus, Megalobulimus spp. y M. popelairianus,
calculadas con el modelo K2p.
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Por otro lado, si al comparar las distancias dentro y entre los grupos excluyendo
a M. aff. huascari con codigo 91, la distancia con el modelo de sustitucion K2p entre
Mhua y Mspp disminuye hasta 0,0055 y la encontrada dentro de Mspp queda con un

valor de 0,0030, que es bastante inferior en comparacion al anterior (0,0379).

El UPGMA muestra graficamente los valores de las tablas, la poca distancia
entre los M. huascari, M. aff. huascari y M. aff. popelairianus (sin incluir a Maffhua2).

M. capillaceus tiene una considerable divergencia con el resto (figura 12).

Mhua4
Maffhua3
Maffhual
Mhual
Mhua3

Mhua2

Mpop1l

— Maffhua2

Mcap

Figura 12. Dendograma de similitud del marcador COI del género Megalobulimus del
Departamento de San Martin con el método UPGMA. En la parte inferior se muestra la escala
de distancia genética. El haplotipo Maffhual fue presentado por dos individuos con
identificaciones inciertas, nominados como M. aff. huascari y M. aff. popelairianus. Azul: M.
huascari, verde: Megalobulimus spp., marron: M. popelairianus, rojo: M. capillaceus.

3.5.1.4. Indices Moleculares

En la especie M. capillaceus s6lo se encontrd un haplotipo, a pesar de la alta tasa
de cambio que presenta el marcador utilizado y de tener muestras colectadas de ocho
localidades distribuidas en aproximadamente 3400 km® del Departamento de San
Martin. La inexistencia de variacion implica que la diversidad genética estimada por

cualquier estadistico sera siempre cero.

Contrariamente, M. huascari, para el analisis con el gen COI, presentd cuatro

haplotipos, con siete sitios segregantes, de las cuales cinco fueron singletons
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(mutaciones en un solo individuo). Ademas, se aprecian altos valores de diversidad

haplotipica y bajos para la nucleotidica en ambos sets de datos (tabla 11).

Tabla 11. Estadistica descriptiva del COl de M. huascari, M. aff. huascari y M. aff.
popelairianus

Set de datos H Hd IT K ‘ S Os
M. huascari 4 0,9 10,0045| 3,2 7 3,36

M. huascari, M. aff. huascari y M. aff. Popelairianus * | 6 | 0,929 |0,0047| 3,321 | 10 | 3,857
* No se incluy6 al haplotipo Maffhua2 por tener una alta divergencia con respecto a los otros de ese
grupo. H: nimero de haplotipos, Hd: diversidad haplotipica, z: diversidad nucleotidica, k: es el promedio
de la comparacion a pares de los haplotipos, S: numero de sitios segregantes y 0s: el estadistico theta
calculado a partir de S.

3.5.1.5. Reconstruccion filogenética

Antes de realizar los andlisis filogenéticos propiamente dichos, es necesario
escoger el modelo de evolucion apropiado. Para el ML el modelo de sustitucion
nucleotidica escogido por la comparacion de los logaritmos de las tasas de verosimilitud
por el Model Test fue TVM+G, el parametro alfa de la distribucion gamma (gamma
shape) fue 0,1777 y la proporcion de sitios invariantes (pinvar) fue cero para el set de
datos con todos los haplotipos. Para el set sin el haplotipo Mafthua2 el modelo de
sustitucion elegido bajo los mismos pardmetros anteriores fue TVM+IL, con un pinvar de

0,5334.

Cuando se trabajo la BI el modelo de sustitucion nucleotidica escogido por el
criterio de verosimilitud, realizado en el programa Mr. Model Test fue GTR+G, el valor
del gamma shape fue 0,1666 y el del pinvar fue cero. El cual fue exactamente igual al
seleccionado con los mismos parametros para el set de datos sin M. aff. huascari

numero 91, por lo que no se realizo esta filogenia.

El NJ mostro la existencia de tres clados soportados de manera estadisticamente
robusta. M. huascari y Megalobulimus spp. formaron un solo grupo que se separd de M.
poplairianus con un nodo cuyo bootstrap fue de 100% y M. capillaceus quedd en
posicion basal a los dos anteriores con un bootstrap de 90%. Cabe destacar que, el
haplotipo Maffhua2 se presenta con una rama bastante larga indicando una alta

divergencia con los otros individuos de ese clado (figura 13).
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En el anélisis de MP se obtuvieron resultados semejantes a los de la metodologia
anterior, es decir, la formacion de tres grupos. Sin embargo, en este caso el valor de

boorstrap del nodo de los congompes fue de 98% (figura 14).

En los dos arboles filogenéticos obtenidos con ML, los valores de soporte de los
nodos de estos tres filogrupos variaron levemente. M. popelairianus se colocd6 como
clado hermano del grupo conformado por M. huascari y Megalobulimus spp. con
bootstraps iguales a 94% cuando se incluy6 en el analisis a Mafthua2 y 99% cuando no
se tomd en cuenta este haplotipo. Asi como también, M. capillaceus se mantuvo en

posicion basal con 99% de bootstrap en ambas filogenias (figuras 15, 16).

La reconstruccion filogenética obtenida por medio de la regla de la mayoria con
la BI muestra una topologia similar. Las probabilidades posteriores de formar los tres

grupos son iguales 1,00 (figura 17).

El andlisis filogenético del COI con todas las metodologias, mostrd tres
filogrupos bien soportados. M. capillaceus se mostrd en posicion basal a los taxa
hermanos M. popelairianus y M. huascari. Ademas, éste seria un grupo monofilético, si
los otros individuos inciertamente clasificados fueran considerados de esta especie

(figuras 13-17).

Asimismo, se observa una baja resolucion de las relaciones evolutivas dentro del
clado de M. huascari y Megalobulimus spp. Con valores de bootstrap que no
sobrepasan el 63% (figuras 13-16) y el arbol filogenético elegido por la regla de la
mayoria en la BI muestra a los grupos mencionados en un clado colapsado (figura 17).

Esto indica que existe una muy baja variacion dentro de este filogrupo.
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Figura 13. Filogenia por el método NJ de los haplotipos del COI, del género Megalobulimus
del Departamento de San Martin. Se muestran los valores de bootstrap y la escala de distancia
genética. El haplotipo Mafthual fue presentado por dos individuos con identificaciones
inciertas, nominados como M. aff. huascari y M. aff. popelairianus. Azul: M. huascari, verde:
Megalobulimus spp., marron: M. popelairianus, rojo: M. capillaceus y morado: taxa extragrupo
con sus respectivos numeros de accesion del GenBank.
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Figura 14. Arbol filogenético obtenido por MP de los haplotipos del gen COI del género
Megalobulimus del Departamento de San Martin. Se muestran los valores de bootstrap. El
haplotipo Mafthual fue presentado por dos individuos con identificaciones inciertas, nominados
como M. aff. huascari y M. aff. popelairianus. Azul: M. huascari, verde: Megalobulimus spp.,
marron: M. popelairianus, rojo: M. capillaceus y morado: taxa extragrupo con sus respectivos

nuameros de accesion del GenBank.
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Figura 15. Arbol filogenético obtenido por consenso estricto con ML del gen COI de los
haplotipos del género Megalobulimus del Departamento de San Martin. Se muestran los valores
de bootstrap. El haplotipo Maffthual fue presentado por dos individuos con identificaciones
inciertas, nominados como M. aff. huascari y M. aff. popelairianus. Azul: M. huascari, verde:
Megalobulimus spp., marron: M. popelairianus, rojo: M. capillaceus y morado: taxa extragrupo
con sus respectivos numeros de accesion del GenBank.

Nkra FJ262300

Nbey F.J262245
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99 Mhua2

— Mhuai

63 40
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Figura 16. Arbol filogenético obtenido por consenso estricto con ML del gen COI de los
haplotipos del género Megalobulimus del Departamento de San Martin, excluyendo al haplotipo
Mafthua2. Se muestran los valores de bootstrap. El haplotipo Maffhual fue presentado por dos
individuos con identificaciones inciertas, nominados como M. aff. huascari y M. aff.
popelairianus. Azul: M. huascari, verde: Megalobulimus spp., marrén: M. popelairianus, 10jo:

M. capillaceus y morado: taxa extragrupo con sus respectivos nimeros de accesion del
GenBank.

49



Nkra FJ262300

Nbey FJ262245

Mecap

Mpop1

1,00

Maffhua2

1,00 Mhua2

—— Mhuat

0.87
0.75 ——  Mhua3

Mhuad

079 Mafflhua3

Maffhuai

Figura 17. Arbol filogenético obtenido por la regla de la mayoria del anélisis de Inferencia
Bayesiana del gen COI del género Megalobulimus del Departamento de San Martin. Se
muestran los valores de probabilidad posterior. El haplotipo Maffthual fue presentado por dos
individuos con identificaciones inciertas, nominados como M. aff. huascari y M. aff.
popelairianus. Azul: M. huascari, verde: Megalobulimus spp., marron: M. popelairianus, 10jo:
M. capillaceus y morado: taxa extragrupo con sus respectivos nimeros de accesion del
GenBank.

3.5.1.6. Analisis de Network

Se hicieron estos analisis sin el haplotipo Mafthual porque era demasiado
divergente genéticamente, se separaba de los otros por aproximadamente 40
mutaciones. En consecuencia, se generaba un network con inconsistencias y dificil de

interpretar (resultados no mostrados).

El network del COI separ6 a los haplotipos en dos grupos diferenciados por 18
mutaciones uno conteniendo a M. popelairianus y otro que agrup6 a M. huascari y los
individuos en duda de la especie a la que pertenecen (Figura 18). Ademads, los
haplotipos Maffhua3 y Mafthual quedaron separados por sélo uno y dos pasos

mutacionales, respectivamente al Mhua4.
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Mhua: M. huascari
Mpop: M. popelairianus
Mhuad @ Maffhual: M. aff. huascari y M. aff. popelairianus

Maffhua3: M. aff. huascari
Mafthual

Figura 18. Network de los haplotipos del gen COI. Cada circulo representa un haplotipo, cada
color indica la localidad (etiquetada en la izquierda de la figura) y el tamafio informa la
frecuencia (la escala se encuentra a la derecha de la imagen). Los numeros de color rojo son las
posiciones en donde ha ocurrido una mutacion. Los rombos pequefios de color rojo representan
la presencia de un haplotipo no muestreado o extinto. Notese que el haplotipo Mafthual es
compartido por M. aff. huascari y M. aff. popelairianus.

3.5.1.7. Barcode
3.5.1.7.1. M. huascari

En este caso, las secuencias de esta especie se presentaron como monofilias en
los arboles filogenéticos para este gen (agrupan a los individuos de M. huascari, M. aff.

huascari 'y M. aff. popelairianus) y existe una divergencia intraespecifica de 1,98%.

Para este analisis se utilizo la secuencia de los haplotipos Maffhua2 y Mhual,
porque este ultimo divergié de las otras secuencias de este grupo en un promedio de
solo dos mutaciones (con excepcion del haplotipo Maffthua2) y por tanto, los resultados
con las demds secuencias serian iguales o muy semejantes, contrariamente a la

perteneciente al espécimen niimero 91, que poseia alta distancia con todos los demas.

Los resultados de la comparacion de esta secuencia con la bases de datos del

GenBank con la herramienta BLASTn, mostré que las 100 mas parecidas a la colocada
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fueron pertenecientes al marcador COI de pulmonados. De las diez con menor valor de
E, seis pertenecieron al género Natalia utilizado como taxon externo en los analisis

filogenéticos (tabla 12).

Dada la alta divergencia de Maffhua2 los resultados del BLASTn mostraron
porcentajes de identidad no mayores a 79% y a diferencia que en el caso anterior, entre
las 10 secuencias mds similares presentaba cuatro secuencias de la familia Succineidae

(datos no mostrados).

Tabla 12. Diez primeros resultados del BLASTn para el haplotipo Mhual del COI

N° de Especie Familia Max | Total Query E Max
accesion score = score | coverage value ident
FJ262278.1 Natalina wesseliana Rhytididae 534 534 91% le-165 | 83%
EF015435.1 Cystopelta sp. Cystopeltidae 579 579 89% 9e-162 | 83%
FJ262271.1 Natalina quekettiana Rhytididae 575 575 90% le-160 | 83%
FJ262269.1 Natalina quekettiana Rhytididae 575 575 92% le-160 | 82%
FJ262268.1 Natalina quekettiana Rhytididae 575 575 92% le-160 | 82%

EF015437.1 Ovalchlamys fulgens Helicarionidae | 575 575 97% le-160 | 82%

EF015416.1| Brevisentis jacksoniensis | Helicarionidae | 545 545 89% 9e-152 | 82%

EF015436.1 Bekkochlamys sp. Helicarionidae | 527 527 98% 3e-146 | 82%
FJ262297.1 Natalina kraussi Rhytididae 516 516 92% Te-143 | 81%
FJ262272.1 Natalina quekettiana Rhytididae 510 510 90% 3e-141 | 81%

Al introducir las secuencias en la base de datos del Barcode of Life, éstas son

mostradas de una manera bastante amigable en forma de codigo de barras (figura 19).

Figura 19. Codigo de barras de ADN del haplotipo Mhual (M. huascari). Las adeninas,
guaninas, citocinas y timinas son representadas por los colores verde, negro, azul y rojo,
respectivamente.

Los resultados encontrados para la busqueda en el Full Database, muestran una
tabla con las diez secuencias con mayor similitud (tabla 14), en donde se destaca que el
90% pertenecen a varias especies de la familia Rhytididae y el porcentaje de similitud es

un poco menor a 83%, muy parecido a lo encontrado por el BLASTn.
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Tabla 13. Diez primeros resultados de la comparacion con la base de datos All Barcode Records
para el haplotipo Mhual del COI
Phylum Clase Orden

Similitud
(%)

Familia Género Especie

Mollusca | Gastropoda | Pulmonata | Cystopeltidaec | Cystopelta | sp.Aust. Mus.C444602 82,93
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata Rhytididae Natalina Beyrichi 82,85
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata Rhytididae Natalina Beyrichi 82,72
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata Rhytididae Natalina Beyrichi 82,72
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata Rhytididae Natalina Cafra 82,57
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata | Rhytididae Natalina Wesseliana 82,57
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata Rhytididae Natalina Quekettiana 82,47
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata Rhytididae Natalina Beyrichi 82,42
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata Rhytididae Natalina Beyrichi 82,26
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata Rhytididae Natalina Cafra 82,26

También se obtiene una grafica donde se visualiza el porcentaje de similitud de
los 100 primeros matches, y se puede distinguir que existen muy pocas secuencias con

los grados de similitud mas altos (figura 20).

83,0

82,0

81,0

Similarity ¢

80,0
1 12 23 34 45 858 67 FE 89 100

Figura 20. Porcentajes de similitud de la secuencia del haplotipo Mhual del COI con los 100
primeros matches de la All Barcode Records.

El filograma NJ del haplotipo Mhual del COI y las 100 secuencias con mayor
semejanza de la A/l Barcode Records, no la muestra agrupada con ninguna otra, y por el

contrario muy distante genéticamente de las demas (figura 21).

Curiosamente para el haplotipo Mafthua2 no se presentaron matches en ninguna

de las tres bases de datos del BOLD.

La comparaciéon contra Species Database arroj6 que no existia ninguna

secuencia que hiciera match con la del haplotipo de M. huascari.
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Figura 21. Arbol filogenético realizado con NJ y el modelo de sustitucion nucleotidica K2p del
haplotipo Mhual del COI (Unknown specimen) junto con las 100 secuencias con mayor
porcentaje de similitud de la A/l Barcode Records.
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3.5.1.7.2. M. popelairianus

En este estudio sélo se logré secuenciar la region del COI para un individuo de
M. popelairianus, por tanto no se puede probar si cumple con los requisitos
establecidos. La evaluacion para determinar la posible utilizacion de este marcador

como codigo de barras de ADN en este taxdn quedara aun en suspenso.

3.5.1.7.3. M. capillaceus

El perfil COI de esta especie es bastante peculiar por su carencia de diversidad
genética, de lo cual se puede colegir que la divergencia dentro de este taxén es 0% y
logicamente es monofilético. Ademas, se han obtenido mas de tres secuencias de COI
con mas de 500 pb de longitud por lo tanto es aceptado en el BOLD como DNA

barcode.

La primera comparacion es con la base de datos del GenBank, la cual demostro
que no se ha reportado una secuencia del COI muy parecida a la obtenida para esta

especie. El mayor valor de identidad encontrado fue igual a 81% (tabla 14).

Tabla 14. Diez primeros resultados del BLASTn del haplotipo de M. capillaceus del COI

N° de Especie Familia Max | Total | Query E Max
accesion score | score | coverage | value  ident
EF015416.1| Brevisentis jacksoniensis | Helicarionidae | 534 534 91% 2e-148 | 81%
DQ298491.1 Paryphanta busbyi Rhytididae 534 534 93% Se-144 | 81%
DQ298496.1 Paryphanta busbyi Rhytididae 514 514 93% 3e-142 | 81%
DQ298495.1 Paryphanta busbyi Rhytididae 514 514 93% 3e-142 | 81%
DQ298497.1 Paryphanta busbyi Rhytididae 508 508 93% le-140 | 81%
EF433576.1| Biomphalaria tenagophila | Planorbidae 497 497 99% 3e-137 | 79%
DQ298490.1 Paryphanta busbyi Rhytididae 497 497 93% 3e-137 | 80%
EF057377.1 Satsuma katipolensis Camaenidae 496 496 96% 9¢-137 | 80%
DQ298506.1 Paryphanta watti Rhytididae 492 492 89% le-135 | 81%
AY148568.1 Partula radiolata Partulidae 488 488 93% 2e-134 | 80%

De las diez secuencias con mayor similitud a la evaluada, nueve resultaron del
infraorden Stylommatophora (caracoles terrestres) y una al suborden Basommatophora
(caracoles de agua dulce). Ademas, seis pertenecieron a la familia Rhytididae, usada
como taxén externo en las filogenias realizadas en este trabajo (tabla 12). Las 100

primeras secuencias pertenecieron a caracoles del orden Pulmonada.
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La secuencia de M. capillaceus es presentada por el BOLD en forma de codigo
de barras, donde cada color indica una de las bases nitrogenadas de la secuencia,

ademads se encuentra posicionada del extremo 5" al 3" (figura 22).

il F2n
321 B4l

642 705

Figura 22. Codigo de barras de ADN del haplotipo Mcap (M. capillaceus). Las adeninas,
guaninas, citocinas y timinas son representadas por los colores verde, negro, azul y rojo,
respectivamente.

Al realizar la comparacion de la secuencia problema (perteneciente a M.
capillaceus) con la base de datos denominada All Barcode Records, se obtuvo una tabla
con la clasificacion de los individuos con los que hizo match y sus respectivos
porcentajes de similitud (que en la tabla se presentan de mayor a menor). Los primeros
matches en la tabla de resultados dada por el BOLD, pertenecieron a las secuencias de
COI de los especimenes del género Megalobulimus que fueron introducidos
previamente y que son motivo de esta tesis, las cuales no fueron tomadas en cuenta

(tabla 15.

Tabla 15. Diez primeros resultados de la comparacion con la base de datos All Barcode Records
para la secuencia del COI de M. capillaceus

Phylum Clase Orden Familia Género Especie Similitud
(%)
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata Rhytididae Natalina Beyrichi 82,12
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata | Helicarionidae Bekkochlamys sp ITH-2007 82,07
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata Rhytididae Natalina Beyrichi 81,64
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata Rhytididae Natalina Beyrichi 81,52
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata Rhytididae Natalina Beyrichi 81,45
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata Rhytididae Natalina Beyrichi 81,36
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata Rhytididae Natalina Cafra 81,34
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata | Ariophantidae | Macrochlamys Indica 81,33
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata | Helicarionidae Brevisentis Jacksoniensis 81,29
Mollusca | Gastropoda | Pulmonata Rhytididae Natalina wesseliana 82,27

*No se incluyen los resultados de match con las secuencias de COI de los otros especimenes del
mismo género previamente introducidas.

Los individuos cuyas secuencias del gen COI fueron més parecidas a las de la
secuencia problema pertenecieron al orden Pulmonada y la familia que prevalecié como

la de mayor similitud en este gen fue Rhytididae, tal como en el caso anterior.
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Ademas de la tabla se presenta una grafica donde se muestra en el eje de las
ordenadas el porcentaje de similitud y las 100 primeras secuencias con las que hizo
match la secuencia de COI de M. capillaceus. La grafica de porcentajes de similitud con
los 100 primeros matches, muestra que hay muy pocas secuencias depositadas en el

BOLD con los porcentajes de similitud mas altos (entre 79% y 83%) (figura 23).

24,0
23,0
52,0
21,0
20,0
79,0

Similarity )

1 1z 23 34 43 ] a7 73 a9 100

Figura 23. Porcentajes de similitud de la secuencia del haplotipo de M. capillaceus del COI con
los 100 primeros matches de la All Barcode Records.

El arbol filogenético con el NJ obtenido con los 100 primeros matches del
haplotipo de COI de M. capillaceus con la base de datos A/l Barcode Records, muestra
a esta especie bastante divergente de las otras depositadas anteriormente y tiene como

clado hermano a las secuencias del mismo género introducidas con anterioridad (figura
24).

La comparacion contra Species Database, resulto igual a la de M. huascari, es

decir, no se pudo encontrar ninguna secuencia de COI que hiciera match con la de M.

capillaceus.
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Figura 24. Arbol filogenético realizado con NJ y el modelo de sustitucion nucleotidica K2p del
haplotipo de M. capillaceus del COl (Unknown specimen) junto con las 100 secuencias con
mayor porcentaje de similitud de la A/l Barcode Records.
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3.5.2. Gen 16S rRNA

3.5.2.1. Caracteristicas de las secuencias

El tamafio del alineamiento para el gen 16S rRNA fue de 332 pb con presencia
de seis gaps en los Megalobulimidae, que estuvieron ubicados entre los sitios 126 y 237
y sus tamafios variaron entre 1 y 3 posiciones de nucleotidos. Cabe resaltar que cuatro
de éstos separaron a M. capillaceus de las demés especies y dos de un solo sitio de

longitud, en las posiciones 174 y 219, se presentaron solo en el individuo Maffhua2.
Se encontraron 11 haplotipos para la familia en estudio y al igual que con el otro
segmento genomico, M. capillaceus presentd sélo uno, a pesar de tener mayor nimero

de individuos secuenciados (tabla 16).

Tabla 16. Nominacion de los haplotipos encontrados para el gen 16S rRNA por

individuo

Especie Localidad Codigo Haplotipo
Megalobulimus capillaceus Moyobamba 16 Mcap
Megalobulimus capillaceus Juan Guerra 18 Mcap
Megalobulimus capillaceus Juan Guerra 38 Mcap
Megalobulimus capillaceus Juan Guerra 21 Mcap
Megalobulimus capillaceus Juan Guerra 63 Mcap
Megalobulimus capillaceus Juan Guerra 65 Mcap
Megalobulimus capillaceus Lamas 36 Mcap
Megalobulimus capillaceus Mercado de Tarapoto 17 Mcap
Megalobulimus capillaceus Tarapoto 19 Mcap
Megalobulimus capillaceus Tarapoto 20 Mcap
Megalobulimus capillaceus Rioja 22 Mcap
Megalobulimus capillaceus Caspizapa 29 Mcap
Megalobulimus capillaceus Piscoyacu 50 Mcap
Megalobulimus capillaceus Saposoa 61 Mcap
Megalobulimus huascari Juan Guerra 4 Mhual
Megalobulimus huascari Juan Guerra 24 Mhual
Megalobulimus huascari Juan Guerra 25 Mhua?2
Megalobulimus huascari Juan Guerra 79 Mhua3
Megalobulimus huascari Juan Guerra 82 Mhua4
Megalobulimus huascari Juan Guerra 83 Mhua4
Megalobulimus aff. huascari Mercado de Tarapoto 90 Mafthual
Megalobulimus aff. huascari Mercado de Tarapoto 91 Mafthua2
Megalobulimus aff. huascari Caspizapa 94 Mafthua3
Megalobulimus popelairianus Rioja 67 Mpopl
Megalobulimus popelairianus Saposoa-Chambira 95 Mpop2
Megalobulimus popelairianus Saposoa-Pasarraya 93 Mpop3
Megalobulimus aff. popelairianus Mercado de Juanjui 78 Mafthual
Natalina beyrichi - - Nbey
Natalina kraussi - - Nora
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El alineamiento con los extragrupos presentd 192 sitios conservados y 140
variables, de los cuales 95 eran parsimoniosamente informativos y el resto eran
singletons. Como era de esperarse, hubo una mayor ocurrencia de gaps en los
Rhytididae, por ser un grupo lejanamente relacionado, se puede mencionar uno
especialmente largo de 13 pb que comienza en la posicion 176 del alineamiento en la

especie Natalina beyrichi.

3.5.2.2. Caracterizacion de las dos regiones del genoma mitocondrial y calidad de los

datos

Los individuos del género Megalobulimus presentaron en promedio 68,22% de
adeninas y timinas, y los taxa externos tuvieron un promedio de los porcentajes de

abundancia de esas bases nucleotidicas ligeramente superior (72,38%) (tabla 17).

La distribucion de las transiciones y transversiones con respecto a las distancias
genéticas de los alineamientos sin los extragrupos evidenci6 un bajo grado de saturacioén

en las transiciones (figura 25).

Tabla 17. Cantidad, frecuencia de las bases nucleotidicas y abundancia relativa de las
islas CpG para los haplotipos de M. capillaceus, M. huascari, M. popelairianus, N.
beyrichi y N. kraussi con el marcador 16S rRNA

Haplotipo Valor Absoluto Frecuencia
A C G T C G
Mhual 110 | 44 | 63 | 113 | 0,3333 0,1333 | 0,1909 | 0,3424 | 0,6960
Mafthual 114 | 43 | 59 | 114 | 0,3455 | 0,1303 | 0,1788 | 0,3455 | 0,7659
Mhua4 114 | 42 | 59 | 115 | 0,3455 | 0,1273 | 0,1788 | 0,3485 | 0,7811
Mafthua3 115 | 43 | 58 | 114 | 0,3485 | 0,1303 | 0,1758 | 0,3455 | 0,7811
Mhua2 113 | 45 | 60 | 112 | 0,3424 | 0,1364 | 0,1818 | 0,3394 | 0,7227
Mhua3 110 | 43 | 62 | 115 | 0,3333 0,1303 | 0,1879 | 0,3485 | 0,7227
Mpopl 112 | 42 | 61 | 115 | 0,3394 | 0,1273 | 0,1848 | 0,3485 | 0,6259
Mpop2 111 | 44 | 62 | 113 | 0,3364 | 0,1333 | 0,1879 | 0,3424 | 0,5910
Mpop3 111 | 43 | 61 | 115 | 0,3364 | 0,1303 | 0,1848 | 0,3485 | 0,6139
Mafthua2 105 | 43 | 67 | 113 | 0,3201 0,1311 | 0,2043 | 0,3445 | 0,7683
Mcap 109 | 38 | 70 | 110 | 0,3333 0,1162 | 0,2141 | 0,3364 | 0,6831
Nbey 113 | 35 | 52 | 110 | 0,3645 | 0,1129 | 0,1677 | 0,3548 | 0,5264
Nkra 123 | 32 | 56 | 113 | 0,3796 | 0,0988 | 0,1728 | 0,3488 | 0,6860

60



0,05

Syv

0,03

0,02

0,00 £ | ! ! ! ! |
0,000 0,0343 0,0686 0,1029 0,1374 01714 0,2057

K80 distance

Figura 25. Transiciones y transversiones comparadas con la distancia genética con el modelo
de sustitucion nucleotidica K80 (K2p) del alineamiento del gen 16S rRNA de las especies del
género Megalobulimus sin los taxa del grupo externo. “s”: transiciones; “v”: las
transversiones.

Cuando se tomaron en cuenta las dos secuencias del género Natalina, el plateau
que se aprecia en la grafica de distribucion de las transiciones y transversiones indico un
alto nivel de saturacion de las transiciones (figura 26).
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Figura 26. Transiciones y transversiones comparadas con la distancia genética con el modelo
de sustitucion nucleotidica K80 (K2p) del gen 16S rRNA de las especies del género
Megalobulimus y las del grupo externo. “s”: transiciones; “v”’: transversiones.

Las tendencias de las dos graficas no son afectadas si se estiman con el set de

datos sin la presencia de la secuencia del haplotipo Mafthua2 (resultados no mostrados).
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3.5.2.3. Distancia Genética

Al igual que con la region anteriormente analizada, el individuo con codigo 91,
tiene una alta divergencia con los de M. huascari y M. popelairianus, pero con valores
menores que con el COIL. También, los haplotipos Maffhual y Mafthua3, presentaron
muy baja distancia con respecto a los de la especie M. huascari. Se nota también una
inesperada alta distancia genética (ligeramente mayor a 0,2) entre los haplotipos de M.

popelairianus y l6gicamente dentro del grupo Mpop (0,025) (tablas 18 y 19).

Tabla 18. Distancias inter e intraespecificas para el gen 16S rRNA

* Para etiquetar cada grupo se uso la primera letra del género y las tres primeras letras de la
especie.

Se conformo en una sola agrupacion a los individuos de los grupos Mpop, Mhua
y Mspp con excepcion del M. aff. huascari con codigo 91. Resultdé que la divergencia

dentro de éste con el modelo de sustitucion nucleotidica K2p fue de 2,15% (figura 27).

Por otro lado, si se comparan las distancias dentro y entre los grupos excluyendo
al haplotipo Maffthua2, los grupos Mhua y Mspp quedarian separados por 0,0226 de
distancia genética y los individuos dentro de Mspp tendrian s6lo 0,0272 con el modelo

de sustitucion K2p.

Para reforzar el entendimiento de los valores de las tablas se puede revisar el
UPGMA, en el que se aprecia una divergencia cercana al 3% entre los haplotipos de M.
huascari, M. aff. huascari, M. aff. popelairianus y M. popelairianus (sin incluir a
Mafthua2). M. capillaceus mantiene su elevada distancia genética con respecto a las

otras especies (figura 28).
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Figura 27. Distancias genéticas intragénero e intragrupo del 16S rRNA haciendo varias
combinaciones de las secuencias de M. capillaceus, Megalobulimus spp. y M. popelairianus,

calculadas con el modelo K2p.
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Figura 28. Dendograma de similitud del marcador 16S rRNA del género Megalobulimus del
Departamento de San Martin con el método UPGMA. En la parte inferior se muestra la escala
de distancia genética. El haplotipo Maffhual fue presentado por dos individuos con
identificaciones inciertas, nominados como M. aff. huascari y M. aff. popelairianus. Azul: M.
huascari, verde: Megalobulimus spp., marron: M. popelairianus, rojo: M. capillaceus.
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3.5.2.4. Indices Moleculares

Al igual que con lo ocurrido con el marcador COI, los individuos de la especie
M. capillaceus s6lo presentan un haplotipo. Es decir, a pesar de tener datos de dos
marcadores diferentes (999 sitios nucleotidicos) de loci tan variables (como son los del
genoma mitocondrial), de individuos de distintas procedencias geograficas, la

diversidad genética fue siempre cero.

El taxon M. huascari, para el andlisis con este marcador colapsd también en
cuatro haplotipos, con 10 sitios polimorficos y cuatro fueron singletons. Similarmente a
lo evaluado para la otra region, se hallaron altos valores de diversidad haplotipica y

bajos para la nucleotidica.

Tabla 20. Estadistica descriptiva del 16S rRNA de M. huascari, M. aff. huascari y M. aff.
popelairianus

Set de datos H Hd n K ‘ S ‘ 0s
M. huascari 4 0,867 10,0141 | 4,667 | 10 4,38

M. huascari, M.aff. huascariy M.aff. popelairianus * 6 0,917 10,0126 | 4,167 11 4,047

* No se incluy6 al haplotipo Maffhua2 por tener una alta divergencia con respecto a los otros de ese
grupo. H: nimero de haplotipos, Hd: diversidad haplotipica, m: diversidad nucleotidica, k: es el promedio
de la comparacion a pares de los haplotipos, S: numero de sitios segregantes y 0s: el estadistico theta
calculado a partir de S.

Evaluando a los haplotipos de M. huascari y Megalobulimus spp. (sin incluir a
Mafthua2), se observaron seis haplotipos con once sitios segregantes, de los cuales
cinco son singletons. Al igual que con el set de datos anterior, se hallaron altos valores

de Hd y bajos de m en ambos genes (tabla 20).

3.5.2.5. Reconstruccion filogenética

Para establecer las relaciones evolutivas se necesita escoger un modelo de
sustitucion nucleotidica adecuado para cada set de datos, en tal sentido la comparacion
de los logaritmos de las tasas de verosimilitud realizado en el programa Model Test
eligi6 como el mejor al TVM+I+G, el valor de gamma shape fue 4,0737 y la proporcion

de sitios invariantes fue 0,5366. Para el otro set de datos sin Maffthua2 y bajo la
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metodologia anterior, mostr6 a TVM+I como el modelo de sustitucion adecuado. El

valor de pinvar en este caso fue 0,5334.

El mejor modelo de sustitucién nucleotidica segun el criterio de verosimilitud
encontrado con el programa Mr. Model Test fue GTR+I+G. Aunque este método
encontr6 al mismo modelo para el set de secuencias sin Mafthua2, determino al
pardmetro alfa igual a infinito, lo que implica igual tasa entre los sitios, es decir el

modelo final fue GTR+I.

Los analisis filogenéticos con las metodologias NJ y MP, arrojaron la formacion
de cuatro clados, siendo la dicotomia de M. huascari y M. popelairianus la que presenta
menor soporte estadistico (entre 70% y 80%). El haplotipo Maffhua2 se ubicé como un
linaje hermano a los dos anteriores. Por tanto, M. huascari, M. aff. huascari y M. aff.
popelairianus se presentd en una polifilia. En posicion basal se colocd M. capillaceus.
Ademas, las topologias y la mayoria de los valores de bootstrap fueron indiferentes a la

utilizacion de los gaps como caracteres en los filogramas (figuras 29 a la 32).

De manera contrastante, las topologias con ML e BI mostraron a dos linajes
robustamente soportados (bootstrap de 100% y probabilidad posterior de 1.00). Uno de
ellos fue M. capillaceus emparentado filogenéticamente con el haplotipo Maffhua2 (con
bajos soportes). El otro clado mostrd la monofilia de M. huascari, M. aff. huascari (sin
considerar a Mafthua2), M. aff. popelairianus y M. popelairianus. Las relaciones
evolutivas, sin la inclusion de la secuencia de Mafthua2, se mantuvieron en ML, pero el
analisis bayesiano mostré al grupo M. huascari y M. popelairianus como

reciprocamente monofiléticos (figuras 33 a la 34).

Por otra parte, las relaciones filogenéticas mas profundas se mantienen
invariables, tales como Mafthua3 unido en una politomia con Mafthual y Mhua4 y el
clado dicotomico de Mhual y Mhua3, ambos altamente soportados estadisticamente. Al
igual que con la metodologia ML, Maffthua2 se agrupé con Mcap, pero con pobre

sustento estadistico.
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Figura 29. Filogenia por el método NJ de los haplotipos del género Megalobulimus del
Departamento de San Martin con el gen 16S rRNA tomando en cuenta los gaps. En la parte
inferior izquierda de la imagen se muestra la escala de distancia genética. Se muestran los
valores de bootstrap y la escala de distancia genética El haplotipo Maffhual fue presentado por
dos individuos con identificaciones inciertas, nominados como M. aff. huascari y M. aff.
popelairianus. Azul: M. huascari, verde: Megalobulimus spp., marron: M. popelairianus, 10jo:
M. capillaceus y morado: taxa extragrupo con sus respectivos nimeros de accesion del
GenBank.
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Figura 30. Filogenia por el método NJ de los haplotipos del 16S rRNA del género
Megalobulimus del Departamento de San Martin sin tomar en cuenta los gaps. Se muestran los
valores de bootstrap y la escala de distancia genética. El haplotipo Maffhual fue presentado por
dos individuos con identificaciones inciertas, nominados como M. aff. huascari y M. aff.
popelairianus. Azul: M. huascari, verde: Megalobulimus spp., marrén: M. popelairianus, 10jo:

M. capillaceus y morado: taxa extragrupo con sus respectivos numeros de accesion del
GenBank.
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Figura 31. Arbol filogenético obtenido por MP de los haplotipos del género Megalobulimus del
Departamento de San Martin con el gen 16S rRNA con la opcion gap=missing. Se muestran los
valores de bootstrap. El haplotipo Mafthual fue presentado por dos individuos con
identificaciones inciertas, nominados como M. aff. huascari y M. aff. popelairianus. Azul: M.

huascari, verde: Megalobulimus spp., marron: M. popelairianus, rojo: M. capillaceus y morado:
taxa extragrupo con sus respectivos nimeros de accesion del GenBank.
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Figura 32. Arbol filogenético obtenido por MP de los haplotipos del género Megalobulimus del
Departamento de San Martin con el gen 16S rRNA con la opcion gap=newstate. Se muestran
los valores de bootstrap. El haplotipo Maffhual fue presentado por dos individuos con
identificaciones inciertas, nominados como M. aff. huascari y M. aff. popelairianus. Azul: M.
huascari, verde: Megalobulimus spp., marron: M. popelairianus, r0jo: M. capillaceus y morado:
taxa extragrupo con sus respectivos nimeros de accesion del GenBank.
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Figura 33. Arbol filogenético obtenido por consenso estricto con ML de los haplotipos del gen
16S rRNA del género Megalobulimus del Departamento de San Martin. Se muestran los valores
de bootstrap. El haplotipo Mafthual fue presentado por dos individuos con identificaciones
inciertas, nominados como M. aff. huascari y M. aff. popelairianus. Azul: M. huascari, verde:
Megalobulimus spp., marron: M. popelairianus, rojo: M. capillaceus y morado: taxa extragrupo
con sus respectivos numeros de accesion del GenBank.
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Figura 34. Arbol filogenético obtenido por consenso estricto con ML de los haplotipos del gen
16S rRNA del género Megalobulimus del Departamento de San Martin, excluyendo al individuo
Mafthua2. Se muestran los valores de bootstrap. El haplotipo Maffhual fue presentado por dos
individuos con identificaciones inciertas, nominados como M. aff. huascari y M. aff.
popelairianus. Azul: M. huascari, verde: Megalobulimus spp., marron: M. popelairianus, 10jo:
M. capillaceus y morado: taxa extragrupo con sus respectivos nimeros de accesion del
GenBank.
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Figura 35. Arbol filogenético obtenido por la regla de la mayoria del analisis de Inferencia
Bayesiana de los haplotipos del gen 16S rRNA del género Megalobulimus del Departamento de
San Martin. Se muestran los valores de probabilidad posterior. El haplotipo Maffhual fue
presentado por dos individuos con identificaciones inciertas, nominados como M. aff. huascari
y M. aff. popelairianus. Azul: M. huascari, verde: Megalobulimus spp., marron: M.
popelairianus, rojo: M. capillaceus y morado: taxa extragrupo con sus respectivos niimeros de
accesion del GenBank.
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Figura 36. Arbol filogenético obtenido por la regla de la mayoria del anélisis de Inferencia
Bayesiana de los haplotipos del gen 16S rRNA del género Megalobulimus del Departamento de
San Martin, excluyendo al haplotipo Maffhua2. Se muestran los valores de probabilidad
posterior. El haplotipo Mafthual fue presentado por dos individuos con identificaciones
inciertas, nominados como M. aff. huascari y M. aff. popelairianus. Azul: M. huascari, verde:
Megalobulimus spp., marron: M. popelairianus, rojo: M. capillaceus y morado: taxa extragrupo
con sus respectivos numeros de accesion del GenBank.
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3.5.2.6. Analisis de Network

El network del 16S rRNA agrup6 las secuencias en dos, el primero a los M.
popelairianus y el segundo a M. huascari y M. aff. huascari. Los haplotipos Maffhua3

y Mafthual quedaron separados por so6lo una mutacion de Mhua4.

El grupo de los tres M. popelairianus es bastante divergente, a pesar de que
Mpop2 y Mpop3 pertenecen a la misma localidad estdn separados por 11 cambios
mutacionales, y asimismo, entre el individuo de Rioja y los otros dos hay 7 y 10

mutaciones, respectivamente (figura 37).
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@ Caspizapa
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Mhua: M. huascari

Mhua Escala  Maffhual: M. aff. huascari y M. aff. popelairianus
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Figura 37. Network de los haplotipos del gen 16S rRNA. Cada circulo representa un haplotipo,
cada color indica la localidad (etiquetada a la izquierda de la figura) y el tamafio informa la
frecuencia (la escala se encuentra a la derecha de la imagen). Los numeros de color rojo son las
posiciones en donde ha ocurrido una mutacion. Los circulos pequefios de color rojo representan
la presencia de un haplotipo no muestreado o extinto. Notese que el haplotipo Mafthual es
compartido por M. aff. huascari y M. aff. popelairianus.
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3.5.2.6. Barcode

No se pudieron obtener perfiles del 16S rRNA que permitan discriminar
especies, porque las topologias de los arboles evolutivos no se mantuvieron constantes

al variar las metodologias.

3.5.3. Genes 16S rRNA y COI

3.5.3.1. Reconstruccion filogenética

Antes de realizar este analisis se realizd la prueba de homogeneidad de la
particion (Homogeneity Test), la que arrojé como resultado un valor de P igual al 0,92
(P> 0.05), con lo que se acepta la hipotesis de la no existencia de diferencias entre las

sefiales filogenéticos de ambos marcadores.

Para el ML, el modelo de sustitucion nucleotidica elegido por la comparacion de
los logaritmos de las tasas de verosimilitud realizado en el programa Model Test fue
TVM+I+G, el parametro alfa de la distribucion gamma fue 5,3197 y la proporcion de
sitios invariantes fue 0,5998. En el caso de BI se utilizaron los dos modelos de
sustitucion nucleotidica obtenidos para cada gen por el criterio de verosimilitud, es

decir, GTR+G para el COl y GTR+I+G para el 16S rRNA

El enfoque filogenético con ML, mostré que M. popelairianus, M. huascari y
Megalobulimus spp., con excepcion del haplotipo Maffhua2, que se colocd en posicion
basal a éstos, se encuentran en un mismo clado pero con valores de bootstrap por

debajo del 40% y cuyas relaciones evolutivas son imposibles de determinar (figura 38).
El filograma producido por BI indicé una pobre divergencia entre el haplotipo

Mpopl y el clado M. huascari y Megalobulimus spp., que se presenta como polifilético

por la posicion basal de Maffhua2 (figura 39).
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Figura 38. Arbol filogenético obtenido por consenso estricto con ML de las 999 posiciones
correspondientes a la matriz de datos combinando de los haplotipos de los genes 16S rRNA y
COI del género Megalobulimus del Departamento de San Martin. Se muestran los valores de
bootstrap. El haplotipo Maffhual fue presentado por dos individuos con identificaciones
inciertas, nominados como M. aff. huascari y M. aff. popelairianus. Azul: M. huascari, verde:
Megalobulimus spp., marron: M. popelairianus, rojo: M. capillaceus y morado: taxa extragrupo.
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Figura 39. Arbol filogenético obtenido por la regla de la mayoria del analisis de Inferencia
Bayesiana de las 999 posiciones nucleotidicas de la matriz de los datos con los haplotipos de los
genes 16S rRNA y COI del género Megalobulimus del Departamento de San Martin. Se
muestran los valores de probabilidad posterior. El haplotipo Maffthual fue presentado por dos
individuos con identificaciones inciertas, nominados como M. aff. huascari y M. aff.
popelairianus. Azul: M. huascari, verde: Megalobulimus spp., marron: M. popelairianus, 10jo:
M. capillaceus y morado: taxa extragrupo.
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4. Discusion
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4.1. Estandarizacion de protocolos

Existe una clara diferencia entre los porcentajes de éxito de las extracciones de
ADN de las especies M. capillaceus y M. huascari (cerca al 90%) con respecto a M.
popelairianus (60%), siendo la de esta ultima mucho menor. Ello puede ser causado por
caracteristicas de este molusco como carbohidratos en la baba o pigmentos del tejido
muscular del pie que no pudieron ser extraidos con el protocolo utilizado (Ramirez,
2008). Mutaciones en la region 3° donde se hibridan los iniciadores pueden causar
menor eficacia de amplificacién y por tanto algunas veces se obtendrian bandas muy
tenues y tal vez imperceptibles. Estas extracciones fueron realizadas aproximadamente
6 meses después de la colecta lo que también pudo haber influenciado negativamente,
ya que el alcohol (preservante de las muestras) acidifica el tejido y degrada el ADN

(Hajibabaei et al., 2005).

Aproximadamente la mitad de las amplificaciones con resultados satisfactorios
para el marcador 16S rRNA de los individuos de la especie M. popelairianus dieron
productos positivos para el COI, en comparacion con mayor porcentaje de éxito de este
protocolo en M. capillaceus y M. huascari, ello demuestra que ain es ineficiente para la

primera especie.

Una posible razén, tendria su origen en el protocolo de extraccion de ADN, ya
que en pulmonados se ha demostrado que algunos métodos pueden disminuir
radicalmente la efectividad de las amplificaciones del COI. Ademas, el método sugerido
para babosas es DNeasy Tissue Kit manufacturado por Qiagen (Skugiene & Soroka,
2003), y podria también ser util para los taxa en estudio. Por otro lado, puede ser
también ocasionada por la diferencia en el disefio de los primers, los del 16S rRNA
fueron creados especificamente para moluscos (Ramirez, 2006), entre tanto los del COI
son universales (Folmer et al., 1994), por lo que, las regiones donde se unen los
iniciadores pueden presentar algunos cambios mutacionales, evitando que éstos se
hibriden correctamente o no lo hagan. Més aun, al trabajar con una region tan variable
como lo es la del COI, que ademads es codificante, por lo que va a acumular una gran
cantidad de mutaciones en la tercera posicion de los codones, hace muy dificil generar

iniciadores que funcionen para un amplio espectro de taxa (Vences et al., 2005).
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El problema antes acotado puede ser solucionado agregando algunos reactivos a
la mezcla de los reactivos de PCR, tales como seroalbimina bovina, betaina, DMSO
(Al-Soud & Radstrom, 2000) y trehalosa (Hajibabaei et al. 2005), los cuales van a
aumentar el porcentaje de éxito de las amplificaciones porque se unen a inhibidores de

la Tag ADN polimerasa o la estabilizan, pero va a hacer mas caro el procedimiento.

A pesar de una buena performance de amplificacion del COI para los
especimenes de M. capillaceus, se encontrd un problema diferente, la presencia de mas
de una banda en un 56,76% de las amplificaciones exitosas de este marcador a una
temperatura de annealing igual a 45°C, especialmente en individuos provenientes de la
localidad de Piscoyacu (100%). Este problema fue resuelto aumentando la temperatura
de hibridacién primero a 48°C, sin obtener resultados deseados y en ultima instancia a
50°C, en la que todos los que tuvieron esta dificultad se convirtieron en resultados
positivos. Esta temperatura ha sido utilizada en investigaciones anteriores en
Gastropodos (Hyman et al., 2007; Remigio & Hebert, 2003 y Donald et al., 2005). El
Consorcio para el Barcode de la vida (CBOL, por sus siglas en inglés) sugiere, en una
guia creada por Ivanova y colaboradores el ano 2005, utilizar un protocolo de
amplificacion con dos temperaturas de annealing, primero a 45°C s6lo por dos ciclos,

seguido de 35 ciclos con 51°C.

4.2. Calidad de los datos

La distribucion de las transiciones y transversiones con respecto a las distancias
genéticas con los taxa de grupo externo, indico niveles moderados y altos de saturacion
en los genes COI y 16S rRNA, respectivamente. En el caso del marcador codificante,
estos niveles de saturacion en las transiciones son causadas por los cambios en la tercera
posicion de los codones. Ambos resultados pueden parecer desalentadores para realizar
los analisis filogenéticos, pero fueron corregidos utilizando un modelo de sustitucion

nucleotidico mas complejo y apropiado para cada gen.

De los alineamientos, se observa que el 42% y 32% de las posiciones
nucleotidicas son catalogadas como variables para el 16S rRNA y COl,
respectivamente. De lo que se puede deducir que probablemente la tasa de mutacion del

COI sea menor en este taxon. También, se nota que el 68% y 72% de los sitios variables
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son parsimoniosamente informativos para los loci 16S rRNA y COI, respectivamente, lo
cual sugiere que la informacién que llevan las secuencias del COI es de mayor calidad

para hacer inferencias filogenéticas.

4.3. Distancias genéticas

M. capillaceus presentd valores mas altos de divergencia del gen COI con
respecto a las otras especies (>19%). Dentro del grupo de los caracoles de mayor
tamafio, Mafthua2 presentd valores mayores al 6,7%, que son superiores al 3%, que es
el promedio de las distancias del haplotipo Mpop1, que corresponde a otra especie, con

los otros M. huascari y Megalobulimus. spp.

En el otro marcador se encontraron valores superiores a 18% de divergencia de
M. capillaceus con respecto al resto. Maffhua2 presentd valores por encima del 4,5% de
distancia con respecto a los otros haplotipos. Al efectuar la misma comparacién con M.

popelairianus, los porcentajes variaron entre 1,8% y 3,5%.

El haplotipo Maffhua2 para el gen COI es muy divergente a M. huascari,
Megalobulimus spp. y M. popelairianus. Una posible causa de ello, es que se haya
coamplificado con una region duplicada (Campbell & Barker, 1999), heteroplasmica
(Frey & Frey, 2004) o pseudogenes generados por integracion de este marcador
molecular en el genoma nuclear (Bensasson et al., 2001). Estas tres hipotesis quedan
descartadas porque se han utilizado dos genes que se encuentran en segmentos de ADN
diferentes y en ambos casos ocurrié el mismo fendmeno. Ademads, presentd una
composicion de bases nucleotidicas muy parecida al resto del género Megalobulimus en

las dos regiones gendmicas.

En los moluscos europeos del género Iberus la divergencia intraespecifica, tanto
en el gen 16S rRNA como en el COI, en promedio no es superior al 5% (Elejalde et al.,
2008). En el complejo de especies Bostryx modestus de Lomas del Pert, Chumbe
(2008) reporto la presencia de un haplotipo con distancias genéticas entre 3% a 4% con
respecto a los otros miembros del complejo. De manera contraria, se encuentran valores
de distancias genéticas dentro de especies de otros caracoles terrestres en el gen 16S

rRNA, superiores al 18% (Chiba et al., 1999; Pinceel et al., 2005). En la subclase
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Orthogastropoda también se han detectado especies con individuos extremadamente
divergentes, con porcentajes superiores al 10% (Frey et al., 2008; Dillon & Frankis,
2004). Tomando en cuenta la posibilidad de estos valores extremos, cabe la posibilidad
de incluir a todos los especimenes de M. huascari, M. aff. huascari, M. aff.

popelairianus ¢ inclusive a M. popelairianus como una sola especie.

Por otra parte, si se considera que la variacion intraespecifica es casi siempre
menor al 2% para el gen COI (Hebert ef al., 2003a), se pueden incluir a los individuos
cuya clasificacion especifica se mantuvo en duda (con excepcion de M. aff. huascari
nimero 91), en el grupo de M. huascari (divergencia entre ambos grupos menor a 1%).
Si se toma en cuenta el valor umbral de 4% de divergencia en el gen COI para
identificar especies de caracoles terrestres (Davison et al., 2009), entonces segiin este

gen, M. huascari, Megalobulimus spp. y M. popelairianus serian una sola especie.

4.4. Indices moleculares

Al analizar los resultados es resaltante la extremadamente baja diversidad
genética de M. capillaceus, la que es producida por la existencia de un solo haplotipo
para ambos loci mitocondriales y para individuos localizados en ocho localidades

separadas como mucho por 110 km.

A pesar de que M. capillaceus esta amplia y densamente distribuida en el
Departamento de San Martin, siempre asociado a poblaciones humanas, puede que haya
pasado por una constriccion demografica, produciendo endogamia y cuellos de botella.
Por otra parte, son encontrados preferentemente en huertos, con lo que su relacion con
el hombre es bastante estrecha y se puede pensar que son transportados constantemente
entre las localidades por los pobladores de manera accidental o para comercializarlos en
los mercados de la zona, lo que podria causar el efecto fundador, explicando la baja

variabilidad genética.

En la actualidad se puede encontrar a M. capillaceus en un numero de
individuos, inclusive en mucha mayor cantidad que en las otras especies en estudio, lo
que podria sugerir erroneamente que la salud poblacional de esta especie es Optima.

Conclusion equivocada, ya que esta carencia de diversidad disminuye su capacidad para
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adaptarse a nuevos ambientes y su proteccion contra las enfermedades (Hawley et al.,
2005; Frankham et al., 1999; Lacy, 1997), por tanto es una marca en su genoma que

puede ponerlo en peligro de extincion.

La carencia de diversidad genética en varias poblaciones de M. capillaeus
ubicadas a lo largo de los puntos de colecta del Departamento de San Martin, hace
imposible que esta especie tenga una estructuracion geografica de la variacion genética

en los loci en estudio (Avise, 2000).

Los indices moleculares presentados para M. huascari se usan solo de referencia,
porque tienen poco valor estadistico debido al pequefio universo muestral evaluado.
Cabe destacar, segun los dos genes mitocondriales evaluados, la diversidad haplotipica
es muy alta y la diversidad nucleotidica es baja, lo que puede haber sido originado por

un evento de cuello de botella seguido por una rapida expansion (Grant & Bowen,

1998).

La ocurrencia de este acontecimiento en la historia evolutiva de las poblaciones
de M. huascari puede haberse debido a la pérdida y fragmentacion de sus habitats
naturales por crecimiento de las poblaciones humanas o por su explotacion excesiva, al

igual que con la especie anterior.

4.5. Relaciones evolutivas

En general, las topologias de los arboles filogenéticos fueron variables segtn el
marcador molecular y la metodologia. En el gen COI, los resultados fueron
practicamente iguales a pesar de que se variaba la metodologia, pero con el gen 16S
rRNA la posicién de los linajes cambiaba segin la enfoque filogenético utilizado. La
variabilidad en los resultados filogenéticos es uno de los mayores problemas para
analizar las relaciones evolutivas de los taxa (Philipps ef al., 2004). Se conoce que este
fenomeno puede ser evitado por la elecciéon de un correcto modelo de sustitucion
nucleotidica y optimizando la calidad, asi como cantidad de datos (Wigele & Mayer,
2007), lo que podria indicar que el criterio de verosimilitud utilizado para la eleccion de
los modelos de sustitucion no fue el apropiado o que los datos no estaban en

condiciones adecuadas. Lo ultimo puede haber ocurrido especialmente en el set de datos
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del 16S rRNA por la evidencia de altos niveles de saturacion. Ademas, a pesar de que el
modelo de sustitucion nucleotidica sea el correcto existen procesos en la evolucion de
las poblaciones que pueden incrementar o disminuir las tasa de sustitucion en diferentes
regiones gendmicas y en diferentes linajes, lo cual produciria sefiales filogenéticas

dificiles de reconocer (Wigele & Mayer, 2007).

En la mayoria de los analisis dentro del clado de M. huascari quedaron unidos
los haplotipos de Juan Guerra, Mhual y Mhua3. Asi como también, en otro clado se
formo una politomia entre Mhua4 de Juan Guerra, Mafthua3 de Caspizapa y Mafthual

que tenia dos individuos, provenientes de los mercados de Juanjui y Tarapoto.

Siguiendo a lo antes mencionado sobre la procedencia de los individuos del
haplotipo Maffhual, se podria pensar en la posibilidad de que provinieran de la
localidad de Caspizapa, Juan Guerra o regiones aledafas, siempre y cuando existiera
una estructuracion geografica de la arquitectura genética de esta especie, la cual por

ahora es incierta.

Por otra parte, la localizacion geografica verdadera del individuo Mafthua2
permanece no resuelta por su alta divergencia con los otros haplotipos, pero por haber
sido comprado al mismo tiempo que el individuo con codigo 90, queda la posibilidad de

que provengan del mismo lote y por tanto de la misma area.

Los arboles filogenéticos de los haplotipos del marcador COI obtenidos con los
cuatro métodos (NJ, MP, ML e BI) presentaron igual topologia. El clado de M. huascari
y Megalobulimus spp. se mantuvo como un linaje monofilético y M. popelairianus se
mostré como su clado hermano. M. capillaceus conservo una posicion basal a los otros
dos grupos. Todos los nodos mencionados atrds se presentaron estadisticamente
robustos. Ello indicaria que los individuos cuya clasificacion bajo caracteres
concholégicos fue incierta a nivel de especie, es muy probable que formen parte de la
especie M. huascari. Ademas, un andlisis con mayor nimero de secuencias de COI de
M. popelairianus, lo podrian separar en un linaje monofilético diferente al de M.
huascari, asegurandole un linaje que seria considerado como otra especie. M.

capillaceus se presentd bastante lejano filogenéticamente y sus caracteristicas
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morfologicas bastante diferentes a las de los congompes, es evidente que divergio de los

otros linajes mucho antes en el tiempo.

Sin embargo, las reconstrucciones filogenéticas del 16S rRNA variaron segin
las metodologias usadas. Los arboles filogenéticos obtenidos con NJ y MP presentaron
iguales topologias, sin importar si se consideraban o no los gaps como otro caracter. Se
muestra la polifilia de M. huascari y Megalobulimus spp. ocasionada por el haplotipo
Mafthua2 y a los individuos de M. popelairianus como un grupo monofilético y
hermano al linaje de M. huascari. De manera contradictoria, los filogramas obtenidos
con ML y BI presentan al haplotipo Mafthua2 unido a M. capillaceus con pobre soporte
de bootstrap (54%) y probabilidad posterior (0,55). Esto tltimo se puede deber a que,
como los alineamientos con el marcador 16S rRNA presentaron varias variantes del tipo
inserciones-deleciones (observadas en los alineamientos en forma de gaps), las
posiciones con indels no han sido tomadas en cuenta por estos dos clases de analisis,
por tanto se descartd parte de la informacion que podria resolver sus relaciones

evolutivas.

Esto se puede deber al fenémeno de Long branch atraction, donde dos linajes
que evolucionan mas rapido o con altos valores de divergencia con respecto a los otros
tienden a tener ramas mas largas y son reconocidos como taxa cercanamente
relacionados. Esta alta acumulacion de mutaciones puede producir saturacion, en donde
las homoplasias van a ser observadas en el alineamiento como sinapomorfias (Bergsten,

2005).

Al analizar las filogenias sin el individuo Mafthua2, se evidencia que los nodos
de los linajes pertenecientes a M. huascari, M. popelairianus M. aff. huascari y M aff.
popelairianus colapsaron en una politomia en ML, pero en BI se presentan como dos

grupos hermanos y monofiléticos. M. capillaceus se colocod siempre en posicion basal.

La matriz de datos del concatenado de las dos regiones mitocondriales produjo
una politomia que agrupa a M. popelairianus con el filogrupo conformado por M.
huascari y Megalobulimus spp. con excepcion del Maffhua2, que se dispuso en posicion

basal (bootstrap de ML igual a 74% y la probabilidad posterior para BI de 0,98).
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La informacion de ambos genes evidencia que no es posible diferenciar
filogenéticamente a M. popelairianus de M huascari, por tanto ambas podrian ser parte
de un complejo de especies. Esto se podria esclarecer si se utilizaran marcadores que
hayan evolucionado independientemente de los escogidos en este estudio, como lo son

los marcadores nucleares.

4.6. Network

Las redes de haplotipos de M. popelairianus, M. huascari y Megalobulimus spp.
de los dos genes, mostraron a los individuos de M. popelairianus separados del resto en
18 mutaciones en el caso del COI y 10 para el 16S rRNA. Por otra parte, no se

evidenciaron inconsistencias en ninguno de los dos networks.

Los individuos de M. aff. huascari con cédigo 90 y M. aff. popelairianus con
numero 78, provenientes de los mercados de Tarapoto y Juanjui, respectivamente,
colapsaron en un solo haplotipo (denominado Mafthual) para ambos marcadores. Esto
indica la existencia de plasticidad fenotipica, que dio como resultado individuos
diferenciados morfolégicamente en sus conchillas, pero que genéticamente pertenecen a
un mismo linaje, fendémeno que es un problema en la taxonomia de los moluscos
(Goodacre, 2001). Ademas, existe la posibilidad de que ambos individuos procedan de
la misma area o de regiones cercanas, lo suficiente como para que el flujo genético

permita la conservacion del haplotipo.

Para complementar lo anterior, el haplotipo Mafthual qued6 muy relacionado a
Mafthua3 y Mhua4, separados por uno o dos pasos mutacionales del primero con cada
marcador por separado. Ello reafirma la idea de que su procedencia podria ser
Caspizapa o Juan Guerra, pero entre estos dos hay mas certeza de que sea de la primera

porque se localiza en forma equidistante en aproximadamente 50 km a ambos mercados.

4.7. Barcode

Las secuencias de COI de M. huascari presentaron una divergencia menor al
2%, asi como también se encontrd que se agrupaban filogenéticamente en un clado con

nodos bien sustentados con todas las metodologias usadas. Con todo ello, el perfil de
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COI de M. huascari cumplié con todas especificaciones para ser llamado como codigo

de barras de ADN.

La region del gen COI de M. capillaceus no presentd ninguna variante
mutacional, lo que determina una divergencia intraespecifica de 0%. Ademas, es
irrefutablemente monofilética, por tanto puede ser llamado también como codigo de

barras de ADN.

A pesar de que el grupo de los Stylommatophora muchas veces presenta alto
grado de divergencia en su ADN mitocondrial, tal como se expuso anteriormente, los
resultados obtenidos en esta tesis son consistentes con la utilizacion del COI como
barcode. Esto refuerza los resultados obtenidos por Davison y colaboradores en el 2009,
quienes utilizando secuencias de COI obtenidas del GenBank de 381 pb y 228 pb
comparando a 97 y 127 especies, respectivamente, concluyeron que este gen tiene un

gran potencial para discriminar especies de caracoles terrestres.

Esto quiere decir, que en el futuro, si se tuviera tan solo un trozo de tejido, se

podria establecer con bastante grado de certeza si se trata de alguna de estas especies.

Por otro lado, las comparaciones con las bases de datos y los arboles
filogenéticos NJ con las 100 secuencias COI mas similares a las de los haplotipos
Mhual y Mcap, revelaron que no existian secuencias de ADN parecidas, por tanto
pertenece Unicamente a M. huascari 'y M. capillaceus, respectivamente. Ademas, dado
los bajos porcentajes de similitud y la no agrupacion en los filogramas, demuestran que
hay un gran vacio de informacion en Megalobulimidae y familias evolutivamente

cercanas.
El gen 16S rRNA no fue coherente al resolver la relaciones evolutivas de estos

organismos, en consecuencia no puede ser usado como un codigo de barras de ADN

para los taxa aqui estudiados.
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4.8. Implicancias en la conservacion y wuso sustentable de especies de

Megalobulimus.

Los caracoles terrestres comestibles del género Megalobulimus tienen bastante
acogida por el poblador de San Martin y ademds su venta se ha extendido a varios

mercados del Peru, incluso de la capital.

M. huascari, al ser de mayor tamafo, es mas vistoso y es comercializado en el
mercado de La Parada (Lima) debido a sus supuestas propiedades cosméticas y en el
mercado de Tarapoto su venta es basicamente como alimento. Tiene la ventaja de que
ya se han realizado estudios donde se demuestra que esta especie tiene la capacidad de
adaptarse satisfactoriamente a condiciones de cultivo en cautiverio (Rengifo et al.,

2004).

M. capillaceus presenta las mejores caracteristicas nutricionales y un morfotipo
que se asemeja al de otros caracoles que se consumen como una delicadeza en otras
partes del mundo y por tanto tiene una latente posibilidad de ser exportado (Ramirez &

Caceres, 1991).

Por los resultados de este estudio, es un hecho que M. capillaceus sea una
especie amenazada y mayores estudios de la genética de poblaciones de M. maximus
podrian demostrar que también esta en peligro. Si se le suma la constante degradacion
de sus habitats por la deforestacion y la expansion agricola, es de vital importancia
impulsar la crianza en cautiverio de estos organismos, para evitar la erosion genética en

las poblaciones de estas especies y aprovechar de manera sustentable este recurso.

Actualmente, se utilizan varios criterios para seleccionar los taxa con los que se
van a realizar estrategias de conservacion. Para escoger estos grupos de manera tal que
se tengan en cuenta inclusive categorias por debajo del nivel de especie se ha manejado
el concepto de unidades evolutivamente significantes (ESU), el cual de manera general
califica como unidades a los grupos geograficamente aislados, genéticamente
diferenciados con marcadores neutrales, es decir que se presenten como monofilias en

una filogenia (Avise, 1994).

84



Siguiendo lo anterior, a pesar de que los andlisis filogenéticos no fueron
concluyentes respecto a las relaciones entre M. huascari 'y M. popelairianus, y por tanto
no se puede determinar con certeza si forman grupos naturales, estdn geograficamente
aislados y si se le agrega que presentan diversidad morfoldgica, no se puede descartar
que con mas investigaciones, cada uno pueda ser considerados como un ESU. M.
capillaceus es un caso muy distinto, ya que al presentarse, claramente, como un grupo
monofilético con individuos poco divergentes genéticamente es evidente que deberia ser

considerado como un ESU.

4.9. Comentario final

Se han cumplido los objetivos planteados al principio de este trabajo. Lo mas
resaltante es que el gen COI resulto ser el adecuado para la diagnosis de especies por
medio de DNA barcode. Viene la pregunta: ;Para qué es necesaria esta informacion? La
respuesta es bastante simple, cuando se compran por ejemplo, latas de atin en un
mercado en ella se indica claramente el nombre de la especie que esta contenida, en tal
sentido, si deseamos exportar un recurso, €s necesario contar con el nombre especifico e
inclusive el lugar de procedencia. Esto es muy aparte del granito de arena que se ha

colocado para aumentar el conocimiento del proyecto Barcode of life.

La baja diversidad genética de estas especies sumada a la constante degradacion
de sus habitats y a su sobre explotacion, estd introduciendo a las especies del género
Megalobulimus en un agujero del que, tal vez en unos afios, ya no puedan salir. La
solucion mas logica es establecer planes de conservacion a largo plazo junto con las
comunidades nativas, donde se haga hincapié¢ en la utilizacion sustentable por medio de
la cria en cautiverio de estas especies. En paralelo, se deberian hacer estudios de
mercado a nivel internacional que conlleven a exportar estas especies y asi promover el

desarrollo de estas comunidades.

Este es s6lo un ejemplo de los muchos recursos que alberga nuestra gran
diversidad de ecosistemas, que lamentablemente, si no se toman las medidas y no se
realizan estrategias adecuadas se extinguiran irremediablemente. Por ello es necesario
mayores estudios a nivel ecoldgico y filogeografico de nuestros recursos de flora y

fauna que a la larga van a resultar en el desarrollo del pais.
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5. Conclusiones
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. Las reacciones de PCR de COI deben ser efectuadas con temperaturas de
annealing iguales a 45°C para M. huascari y M. popelairianus; y 50°C para M.

capillaceus.

. Existe una alta probabilidad de que M. aff. huascari (codigo 90) y M. aff.
popelairianus  (cddigo 78) de los mercados de Tarapoto y Juanjui,
respectivamente, hayan sido colectados en la localidad de Caspizapa, Juan
Guerra o zonas cercanas. Por otro lado, la verdadera procedencia de Maffhua2 se

mantiene incierta.

. Las poblaciones estudiadas de M. capillaceus presentan una pobre diversidad
genética, que disminuiria su capacidad de adaptacion y por tanto su
supervivencia, podria estar en grave riesgo si no se evita su colecta

indiscriminada.

. Los indices moleculares de M. huascari indican de forma preliminar que ha

sufrido un proceso de cuello de botella seguido de una rapida expansion.

. Las distancias genéticas de los genes en estudio de M. huascari y
Megalobulimus spp. (sin Mafthua2) son bajas, pero las diferencias
concholégicas indican que estamos ante un complejo de especies 0 una especie

con alta plasticidad fenotipica.

. La resolucion de las relaciones filogenéticas de M. huascari y M. popelairianus

de San Martin con el COI tuvo una mayor performace que con el 16S rRNA.

. Los individuos cuya identificacion especifica se mantuvo como M. aff. huascari
y M. aff. popelairianus, con excepcion del especimen M. aff. huascari con
codigo 91, pertenecen a la especie M. huascari, por su inclusion en un grupo

monofilético y su baja divergencia genética en ambos marcadores.

. Los perfiles COI pueden ser usados como un codigo de barras de ADN para

identificar a los individuos de M. capillaceus y M. huascari. En el caso de esta
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ultima, se puede determinar con cierta exactitud hasta la procedencia geografica

del espécimen.
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6. Recomendaciones
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La acidificacion de las muestras bioldgicas conservadas en alcohol, es un
problema que se va agravando con el paso del tiempo, es por ello que se
recomienda realizar las extracciones de ADN con mucha premura, de

preferencia inmediatamente después de ser colectadas.

Una solucion practica para aumentar el porcentaje de ¢éxito de las
amplificaciones del COI en estos taxa, seria disefiar un par de primers que sean
especificos para moluscos, que hibriden en la region 5 del gen y con los que se

amplifique una seccion mayor a 500 pb.

Evaluar otros loci con mayor tasa de mutacion como los microsatélites para
evaluar las diferencias intraespecificas de M. capillaceus y efectuar colectas en
otras regiones para determinar si estos valores bajos de diversidad genética se

mantienen.

Establecer programas de conservacion para evitar la colecta indiscriminada de
estos individuos. Una posibilidad para su uso sustentable seria incentivar su
cultivo en cautiverio. Por otro lado, para mejorar su salud genética podria
establecerse un plan estratégico basado en la cruza artificial con individuos que
posean haplotipos distintos provenientes de otras regiones, siempre y cuando

éstos existan.

Efectuar andlisis con mayor numero de secuencias para M. huascari, M.
popelairianus 'y otras especies del género Megalobulimus del Pert, para
resolver de una manera contundente las relaciones filogenéticas entre ellos y
concluir si se trata de un complejo de especies o dos taxa cercanamente

relacionados con plasticidad fenotipica en sus conchas.
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