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RESUMEN

El Pert es uno de los paises con mayor biodiversidad en el mundo. Dentro de esta
vasta diversidad de especies, se encuentran los caracoles terrestres del género
Megalobulimus, el cual agrupa especies de significativa importancia econémica y
nutricional, como es el caso de Megalobulimus huascari, cuyas caracteristicas
morfolégicas le confieren alto potencial de exportacion. El objetivo principal de esta
investigacion fue obtener el perfil genético de M. huascari en base al marcador
mitocondrial 16S rRNA, a fin de permitir su certificacion molecular en el biocomercio y
generar pautas para su conservacion. Un segmento del genoma mitocondrial
correspondiente al gen ribosomal 16S fue empleado como marcador molecular para
realizar analisis filogeograficos y filogenéticos en la especie M. huascari. Se colect6
muestras de 29 individuos distribuidos en siete poblaciones de los departamentos de
Junin y Pasco en la Selva Central del Pert. Un total de diez haplotipos fueron
hallados. Asimismo se pudo detectar niveles relativamente altos de diversidad
haplotipica y niveles bajos de diversidad nucleotidica. Dos linajes distintos, A y B,
fueron revelados mediante los andlisis filogenéticos. La red de haplotipos (network) y
el estadistico poblacional Fst indicaron ausencia de estructuracion geogréfica. Sin
embargo, la reparticion de la varianza molecular estuvo mejor explicada al hacer la
agrupacion a priori para los dos linajes observados en la filogenia de M. huascari. Los
andlisis de mismatch distribution y tests de neutralidad (Fu’Fs y Tajima) indicaron
eventos de expansién poblacional para ambos linajes. La estructuracién genética y
distribucion geografica encontrada en las poblaciones de M. huascari puede ser
atribuida a eventos tales como la orogenia de los Andes. Finalmente, el perfil 16S
rRNA obtenido para M. huascari resultdé ser una herramienta eficaz para la
identificacion de la especie a nivel molecular, lo cual permitird optimizar las medidas
relacionadas a su conservacion y certificar a la especie dentro del comercio nacional.
Palabras clave: M. huascari, marcador 16S rRNA, estructura genético poblacional,

biocomercio, conservacion.



ABSTRACT

Peru is one of the most biodiverse countries in the world. Within this vast diversity of
species, are land snails of the Megalobulimus genus, which comprises species of
significant economic and nutritional importance, such as Megalobulimus huascari,
which morphological characteristics give high export potential. The main objective of
this research was to obtain the genetic profile of M. huascari based on mitochondrial
16S rRNA marker, to enable molecular certification in the biotrade and generate
patterns for preservation. A segment of the mitochondrial genome corresponding to the
16S ribosomal gene was used as a molecular marker for phylogenetic and
phylogeographic analyzes in the species M. huascari. Samples were collected from 29
individuals in seven populations of the departments of Junin and Pasco in central
jungle of Peru. A total of ten haplotypes were found. It was also possible to detect
relatively high levels of haplotype diversity and low levels of nucleotide diversity. Two
distinct lineages, A and B, were revealed by phylogenetic analyzes. Haplotype network
and Fst statistic indicated lack of geographical structuring. However, the distribution of
molecular variance was best explained by making the group a priori by the two
lineages observed in the phylogeny of M. huascari. The mismatch distribution analysis
and neutrality tests (Fu'Fs and Tajima) reported events of population expansion for
both lineages. Genetic structure and geographical distribution found in populations of
M. huascari could be attributed to events such as orogeny of the Andes. Finally, 16S
rRNA profile obtained for M. huascari proved an effective tool for species identification
at the molecular level, which will optimize the measures, related to conservation and

certify the species within the trade.

Keywords: M. huascari, 16S rRNA marker, population genetic structure, biotrade,

conservation.
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1. INTRODUCCION

La biodiversidad es la fuente principal de la preservacion de la vida en todas sus
formas. El Peru forma parte del grupo de los diez paises con mayor diversidad en la
Tierra, conocidos como "paises megadiversos", debido a que alberga una gran
diversidad de ecosistemas, especies, recursos genéticos y culturas aborigenes (CBD,

1992).

La diversidad de genes, de especies y de ecosistemas forman los componentes de la
biodiversidad, la cual debe ser estudiada y conservada en forma integra. La diversidad
genética es la base fundamental para la evoluciéon y adaptacion de los organismos
vivos a nuevos escenarios. Constituye ademds, una herramienta muy util en la
identificacion de las especies y permite evidenciar la variabilidad de los individuos
dentro y entre las poblaciones (Primack & Rodrigues, 2001). De este modo, la
estimacion de la diversidad genética es un aporte importante para la evaluacién de
caracter cientifico del estado de la fauna endémica y la definicion de acciones dirigidas

a su uso sustentable y su conservacion.

Dentro del plan estratégico del Convenio sobre diversidad biol6gica (CDB, 1992)
llevado a cabo en la ciudad de Rio de Janeiro (Brasil), se enmarcaron varios objetivos,
siendo uno de los principales promover la conservacion de la diversidad genética de la

fauna silvestre con potencial valor comercial.

El género Megalobulimus Muller 1878, esta formado por algunos de los caracoles
terrestres vivientes mas grandes y de importancia econémica significativa. Los
individuos mas consumidos son aquellos de mayor tamano, entre los que destacan M.
popelairianus (Nyst 1845), ampliamente distribuido en la Amazonia, M. maximus
(Sowerby, 1825), en el departamento de Madre de Dios hacia la frontera con Bolivia, y
M. huascari (Tschudi, 1852), en los departamentos de Junin y Pasco. Entre las

especies de menor tamano se encuentran M. capillaceus (Pfeiffer, 1855), comun en el
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Huallaga Central, M. separabilis (Fulton, 1903), en Huanuco, M. leucostoma (Sowerby,
1835), en el Oriente del Cuzco, M. lichtenteini lichtensteini (Albers, 1854) y M. I.
semimaleatus (Fulton, 1905), en el norte de Cajamarca y Amazonas (Ramirez &

Caceres, 1991).

La caracterizaciébn genética es vital para especies de importancia ecoldgica y
comercial, pues ésta permite su identificacion y diferenciacion de otras. La especie
Megalobulimus huascari (Tschudi, 1852), un taxén endémico de la Selva Central del
Perd, es considerada en la actualidad una especie promisoria del biocomercio debido
a que constituye una importante fuente de alimento con alto valor proteico, la cual
viene siendo aprovechada por los pobladores de las comunidades selvaticas para
consumo propio y comercializacion hacia diversas zonas de la Costa. Caracterizar la
diversidad genética de M. huascari permitira su identificacién y diferenciacion de otras
especies, proporcionando las bases que permitan su certificacién a nivel comercial.
Asimismo, considerando que hasta la fecha la especie sélo ha sido estudiada a nivel
morfoldgico (Bequaert, 1948; Ramirez et al., 2010a), surge la necesidad de su estudio

a nivel molecular.

El uso del gran nimero de caracteres provenientes de las secuencias del DNA, se ha
propuesto en la taxonomia como una estrategia viable para contribuir a establecer el
inventario total de las especies vivas actualmente sobre el planeta (Hebert & Gregory,

2005).

Las propiedades del DNA mitocondrial, tales como su alta tasa de mutacion, ausencia
de recombinacion y herencia matrilineal (Avise, 2000), lo hacen el marcador mas
apropiado para caracterizar y relacionar especies (Brown et al., 1979). En este
contexto, surge una metodologia altamente Util en la identificacion y descubrimiento
de especies bioldgicas en los grandes grupos taxondmicos de organismos (Hebert et
al. 2003; Hebert & Gregory 2005; Ratnasingham & Hebert 2007), conocida como

codigo de barras genético, una herramienta rapida y de bajo costo que plantea el
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empleo de una secuencia estandar de DNA que permita identificar especies de flora y
fauna, con lo cual se transformaran los esfuerzos para la proteccion y conservacion

de la biodiversidad mundial.

El molusco Megalobulimus huascari posee un gran potencial para el biocomercio
nacional; sin embargo, en la actualidad viene atravesando una acelerada modificacion
y pérdida de su habitat natural a causa del incremento de la actividad humana,
generando el desplazamiento de la especie a zonas de mayor altitud. Asimismo, su
consumo por los pobladores de las comunidades selvaticas y el incremento de su
comercializacién a diversas zonas de la Costa, implican probablemente una pérdida en
su diversidad genética. Es por ello que, se hace necesario un estudio que nos permita
tener una vision del estado en el que se encuentran las poblaciones de esta especie y

del panorama al cual se enfrentan.

La caracterizacién molecular de esta especie sobre las bases gendmicas haciendo
uso de la biotecnologia, conferird elementos importantisimos para su eventual
certificacion, y ademas contribuird a resolver el problema taxonémico mundial en el
gue se encuentran las especies, en especial del género Megalobulimus. Toda esta
valiosa informacién proporcionara los primeros pasos para certificar a la especie
Megalobulimus huascari en el biocomercio. Asimismo, la evaluacién de su diversidad
genética proporcionara informacién importante para la conservacion de esta especie y

del ecosistema al cual pertenece.
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2. HIPOTESIS
HIPOTESIS DE TRABAJO

» M. huascari posee un perfil 16S rRNA caracteristico que lo diferencia de otras

especies y que puede ser utilizado para su identificacion.
HIPOTESIS NULA

= | a secuencia del marcador 16S rRNA de M. huascari no es caracteristica de

esta especie y no puede ser Util para diferenciarlo de otras especies.

3. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Obtener el perfil 16S rRNA de Megalobulimus huascari a fin de permitir su

caracterizacién molecular y generar pautas para su conservacion.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estandarizar la técnica de PCR para la amplificacion del gen 16S rRNA de M.

huascari empleando primers especificos.

e Determinar la diversidad y divergencia genética en los niveles intra e

interpoblacional de M. huascari mediante un segmento del gen 16S rRNA.

e Obtener la filogenia molecular a nivel poblacional de M. huascari mediante los

haplotipos del marcador 16S rRNA.

e Evaluar la estructuracion geografica de la arquitectura genética de las

poblaciones de M. huascari.

e Evaluar el perfil 16S rRNA de M. huascari como un cédigo de barras de DNA

para la caracterizacién molecular de esta especie.
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4. MARcoO TEORICO

Las primeras descripciones realizadas en los caracoles terrestres del género
Megalobulimus han sido reaizadas en base a su concha, como se puede apreciar en
la obra de Bequaert (1948). En Peru, se han venido desarrollando trabajos en algunas
especies de la Familia Megalobulimidae, respecto a su biodiversidad (Ramirez et al.,
2003; Ramirez et al., 2010b), valor etnozooldgico en la Amazonia peruana (Ramirez y
Caceres, 1991), caracteres morfolégicos (Ramirez et al., 2008, 2009a, 2009b) y
moleculares (Ramirez et al, 2008, 2009a; Ramirez et al., 2012), y aspectos
filogenéticos (Congrains, 2010). En el Departamento de Malacologia y Carcinologia
del Museo de Historia Natural de la UNMSM se vienen realizando estudios
morfologicos en la especie Megalobulimus huascari (Ramirez et al., 2010a), asi como
un estudio piloto a nivel molecular en dicha especie en el Laboratorio de Sistematica
Molecular y Filogeografia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNMSM, cuyos

resultados permiten sustentar la base de este proyecto.

El andlisis de las secuencias de DNA es muy utilizado en estudios evolutivos, lo cual
ha permitido establecer la diversidad de la vida y las relaciones evolutivas dentro de

los distintos grupos (Stoeckle, 2003).

El DNA mitocondrial posee una serie de caracteristicas que lo hacen muy apropiado
para estudios microevolutivos. Posee una alta frecuencia de mutaciones, no sufre
recombinacién génica y tiene una transmision unidireccional por via materna a lo largo
de las generaciones. Estas caracteristicas nos permiten evaluar y comparar las
estructuras genéticas dentro de una misma especie y entre especies cercanamente

relacionadas (Brown et al., 1979; Avise, 2004).

El cédigo de barras de DNA es una técnica que permite la caracterizacion de especies
de organismos usando una secuencia estandar de DNA. Estos cddigos de barras de
la vida podrian ser utilizados en diversos aspectos, como en la identificacion de

especies empleando pequefios fragmentos de tejido, incluso en diversos estadios de
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la vida del animal. Ademas, pueden ser aplicados en casos en los que los métodos
tradicionales son irrelevantes, permitiendo el reconocimiento de nuevas especies,
dando valor a las colecciones de los museos y creando una enciclopedia on-line de

barcodes de acceso publico (Stoeckle, 2003).

El marcador molecular del gen mitocondrial citocromo oxidasa 1 (COI), que consiste
en un segmento del mismo gen, ha sido ampliamente usado en muchos grupos de
animales como cédigo de barras genético (Hebert et al., 2003; Hajibabaei et al., 2007)
debido a su facil secuenciamiento y contenido altamente informativo (Hebert &
Gregory, 2005). Sin embargo, en algunos grupos este marcador demuestra no tener
suficiente resolucion en la deteccion de variacion intraespecifica, tal es el caso de los
caracoles terrestres Megalobulimus capillaceus (Congrains et al, 2009) y M.
lichtensteini (Ramirez et al., 2009b). Frente a ello, el marcador del gen 16S rRNA
surge como otra posible alternativa de barcoding, tal y como ha sido demostrado en

anfibios (Vences et al., 2005).

El marcador del gen 16S rRNA se ha probado como el mas util en el establecimiento
de las relaciones filogenéticas debido a su alto contenido de informacién,
conservacioén y distribucién natural (Lane et al., 1985), siendo empleado en muchos
analisis filogenéticos, en los cuales ha permitido evaluar las estructuras genéticas
dentro de una misma especie, asi como generar relaciones evolutivas intra e
interespecificas. Existen muchos trabajos cientificos realizados en moluscos
empleando este marcador. Destaca el estudio filogeografico del molusco Discus
macclintocki realizado por Ross (1999). Del mismo modo, el trabajo realizado por
Chiba (1999) en moluscos de islas del océano Pacifico en el que muestra su rapida
evolucion. Asimismo, Ramirez (2004) observd las relaciones filogenéticas de
poblaciones de especies de Bostryx y su relacion con El Nifio. Romero (2008) analizé
la diversidad y estructura genética de Bostryx scalariformis. Ramirez (2009) establecio

las relaciones filogenéticas de B. aguilari con otros Orthalicidos del Perd. Congrains
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(2010) analiz6 las relaciones filogenéticas en algunas especies del género

Megalobulimus.
5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Marcador mitocondrial 16S rRNA

En este trabajo se empleé como marcador molecular un segmento variable de la
subunidad 16S del gen RNA ribosomal (16S rRNA) que forma parte del genoma
mitocondrial. Este marcador es comunmente utilizado gracias a que tiene una funcion
y distribucion universal, una variacién estimada de 1-2% de la secuencia cada 50
millones de afos, es facil de aislar y caracterizar, posee regiones tanto conservadas
como variables y es comparable con otros organismos (Palumbi, 1996). Por otro lado,
este marcador ya ha sido empleado con mucho éxito por el laboratorio de Sistematica
Molecular y Filogeografia de la FCB-UNMSM en otros miembros de la Familia

Megalobulimidae.
5.2. Area de estudio

Como parte del Proyecto CON-CON “Caracterizacion morfolégica y molecular de
caracoles terrestres de la Selva Central usados en alimentacion y cosmética” (Cod.
N°101001091) a cargo de la Dra. Rina Ramirez, se realizaron dos salidas de campo
entre los meses de Febrero y Marzo de 2010, las cuales abarcaron diversos distritos
de la provincia de Chanchamayo en el departamento de Junin, asi como la provincia

de Oxapampa en Pasco (Tabla 1, Figs. 1, 2y 5).
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Tabla 1. Georeferencia de las localidades de muestreo para M. huascari.

Altitud

Provincia Distrito Localidad Coordenadas Colector Fecha col.
(msnm)
Departamento de Junin - Peru
S:10°49'549"  Chirinos,
La Florida 774 Zuhiga y 27/02/2010
W:75°06'40.9 Ramirez
Perené
Alto S:10°47'21.1"  Chirinos,
Chincarmas 1412 Zuhiga y 10/04/2010
W:75°06'35.0 Ramirez
S:11°10'38.7"  Chirinos,
Don Bosco 1293 Zufiga y 02/03/2010
W:75°21'18.3 Ramirez
S:11°10'35.7"  Chirinos,
San Ramoén Guayaquil 1672 Zufiga y 02/03/2010
W:75°22'12.4 Ramirez
S:11°10'11.8"  Chirinos,
Chanchamayo A,\T;?;e 1147 Zuhigay  04/03/2010
W:75°21'20.4 Ramirez
S:11°13'00.5"  Chirinos,
Vitoc 1048 Zuhiga y 04/03/2010
W:75°20' 05.4 Ramirez
S:11°17'19.5"  Zufiiga,
Vitoc Utcuyacu 1674 Chirinosy ~ 04/03/2010
W:75°19'29.4 Ramirez
La S:11°14'27.5"  Zufiga,
Esperanza 1671 Chirinosy ~ 05/03/2010
p W:75°22' 02.6 Ramirez
San Luis de Sanchirio S:10°47'47.2" Chirinos,
Shuaro Palomar 1754 Zuhiga y 08/03/2010
W:75°12'00.7 Ramirez
Departamento de Pasco - Peru
S:10° 32'50.2"
Tzachopén 1861 Zuiiiga 08/04/2010
W:75° 26" 25.7"
Chontabamba
S:10° 34'22.5"
Oxapampa Kantarizd 1826 Zufiga 10/04/2010
W:75° 24' 21"
. S:10°46'18.1"
Villa Rica Nagazu 1496 Zuniga 10/04/2010
W:75°19'19.0"
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Figura 1. Area de estudio. Muestra la distribucién de las zonas de muestreo en la
Selva Central del Peru, en los departamentos de Junin y Pasco. Obtenido de Google

Maps.

Descripcion de las localidades de muestreo

Todas las localidades de muestreo presentaron la misma zona de vida: Bosque muy
humedo Premontano Tropical. Sin embargo, debido a la acciéon del hombre, estas
localidades estan variando su geografia. EI método de muestreo empleado en las

localidades fue busqueda directa en bosques y en poblados aledanos a éstos.
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Figura 2. Localidades de Sanchirio Palomar, Chincarmas y La Florida en Chanchamayo-Junin,
y Nagazl, Tzachopén y Kantarizi en la provincia de Oxapampa, departamento de Pasco.

Obtenido de Google Maps.

La Florida

El centro poblado La Florida se ubica al norte de Junin, en el distrito de Perené,
provincia de Chanchamayo (Figs. 2 y 3). Esta localidad presenta la menor altitud en
relacion a todas las demas zonas de muestreo (774 msnm). Su principal actividad
econdémica se basa en el cultivo de café. Las plantaciones de cafetales se encontraron
cubriendo grandes extensiones de terreno en lo que afnos anteriores formé parte del
bosque tropical. En esta localidad se hallé gran diversidad de especies de caracoles
terrestres: M. thammianus, Solaropsis sp., Drepanostomella sp., entre otros. Sin

embargo, no se hallaron especimenes de M. huascari.
Chincarmas

La localidad de Chincarmas corresponde a un anexo del centro poblado La Florida,

que como ya fue mencionado, se ubica en el distrito de Perené, provincia de
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Chanchamayo (Fig. 2). Sin embargo, a diferencia de la localidad de La Florida,
Chincarmas se halla a una altitud de 1412 msnm. En esta localidad se pudo hallar
algunas conchas vacias, asi como dos individuos vivos de la especie M. huascari, los

cuales compartian su habitat con la actividad ganadera de la poblacion.

Figura 3. Centro Poblado La Florida, al norte de Chanchamayo, Junin-Pera.

La imagen fue tomada en el fundo Santa Rosa, propiedad del sefior Modesto

Zufiga.

Sanchirio Palomar

Ubicado al Norte de La Merced, en el distrito de San Luis de Shuaro, provincia de
Chanchamayo, departamento de Junin (Fig. 2). Seis de los caracoles de esta
localidad fueron adquiridos a través de una pobladora, la cual los criaba y reproducia
en cautiverio para luego comercializarlos en la ciudad de Lima (Fig. 4). Junto a estos
especimenes vivos, se obtuvo algunas conchas vacias que estaban siendo

empleadas como maceteros ornamentales, asi como productos de descarte luego de
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consumir el cuerpo del animal. Los otros dos caracoles vivos fueron colectados en su

habitat natural cerca de un fundo aledano.

Ademas, en esta localidad se colect6 conchas vacias, las cuales provenian de dos
diferentes zonas: Anexo General Morla en el distrito de Perené y Santa Rosa de
Yapaz El Palomar en el mismo distrito de San Luis de Shuaro. Esta informacion sirve
de evidencia para establecer un mayor nimero de zonas donde habita la especie M.

huascari, lo cual servira de punto de referencia en posteriores muestreos.

Figura 4. Crianza de M. huascari en el poblado de Sanchirio Palomar,

Chanchamayo-Junin. Los caracoles son puestos en tierra y cubiertos por

pastos para conservar la humedad.

Nagazu

Se encuentra ubicado en el distrito de Villa Rica, provincia de Oxapampa,
departamento de Pasco, y limita por el este con Sanchirio Palomar (Fig. 2). En esta

localidad fueron colectados 12 especimenes a una altitud de 1496 msnm.
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Tzachopén

Esta localidad se ubica en el distrito de Chontabamba, provincia de Oxapampa,
departamento de Pasco (Fig. 2). Dos caracoles fueron colectados en esta zona, a una

altitud de 1861 msnm, la mayor en comparacion con las otras seis localidades.
Kantarizu

Ubicado a 4.63km de Tzachopén en el distrito de Chontabamba, provincia de
Oxapampa, departamento de Pasco (Fig. 2). En esta zona sélo pudo ser colectado un

caracol, el cual fue hallado desplazandose en la carretera.

& 4

Amabl

Guayqﬁuﬂ

=, '--Ut"c_Liyac:u =

Figura 5. Localidades de Amable Maria, Guayaquil y Don Bosco en el distrito de San
Ramén, ademas, La Esperanza y Utcuyacu, ubicadas en el distrito de Vitoc, provincia

de Chanchamayo, departamento de Junin. Obtenido de Google Maps.
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Amable Maria

Esta localidad se halla ubicada muy cerca de la localidad de Don Bosco, en el distrito
de San Ramon (Fig. 5). El area de muestreo correspondié a uno de los fundos de la
zona en el cual la actividad agricola habia cesado hace algunos afnos y el bosque

empezaba a tomar parte.
Don Bosco

Localidad ubicada en el distrito de San Ramoén, provincia de Chanchamayo (Figs. 5y
6). Don Bosco, es un poblado que se dedica a la actividad agricola de especies
frutales y café. En esta localidad se capturaron caracoles de las especies M.

thaminanus, Solaropsis sp. y Thaumastus sp.

Figura 6. Poblado de Don Bosco, distrito de San Ramaén, provincia de Chanchamayo,

Junin-Per0.
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Guayaquil

Es un pequefio poblado ubicado cuesta arriba de la localidad de Don Bosco,
aproximadamente a cuarenta minutos de camino desde este ultimo (Fig. 5). La zona
basa su economia principalmente en el cultivo de cafetales. Los especimenes

colectados correspondieron a los géneros Solaropsis, Systrophiay Thaumastus.
Vitoc

La ciudad de Vitoc se halla continuando los poblados de Amable Maria y Don Bosco, a
través de la carretera (Fig. 5). Esta zona fue la mas afectada por la mano del hombre,
pues gran parte del bosque habia sido depredado abriendo paso a la actividad minera.
El suelo se mostraba un tanto arido y removido, por lo que no se hallaron individuos de
M. huascari, en cambio si algunos caracoles del género Thaumastus, los cuales

habian sido colectados por un poblador en una zona cercana.
Utcuyacu

Utcuyacu esta ubicado en el distrito de Vitoc, provincia de Chanchamayo,
departamento de Junin (Fig. 5). La zona se halla sobre los 1600m de altitud y es
esencialmente cafetalera. Solo pudo obtenerse un espécimen de M. huascari, el cual
semanas atras habia sido colectado por un poblador de la zona y era mantenido en
cautiverio. En esta localidad se hall6 una gran cantidad de conchas, las cuales habian
sido descartadas luego de emplear el cuerpo del animal ya sea para uso medicinal o
en algun potaje. La colecta de mas especimenes vivos no pudo llevarse a cabo
debido a la “falta de temporada”, la cual segun los habitantes de la zona es entre los
meses de agosto y octubre, ya que fuera de este tiempo los animales se encuentran

a mayor altura ocultos bajo tierra.
La Esperanza

Al igual que la localidad de Utcuyacu, La Esperanza se ubica en el distrito de Vitoc

(Figs. 5y 7), siendo una zona dedicada en su mayoria al cultivo de especies frutales.
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En esta localidad se hallé 3 especimenes vivos de M. huascari, asi como algunas

conchas. La obtencion del material biolégico se vio dificultada debido a que se tuvo

que trabajar en una zona de Selva Virgen.

Figura 7. Poblado de La Esperanza, al sur de Chanchamayo, Junin-Peru. La imagen

fue tomada en un fundo propiedad del sefior Julio Espinoza.

5.3. Especie en estudio: Megalobulimus huascari
Subclase PULMONATA
Orden STYLOMMATOPHORA
Suborden MESURETHRA
Familia MEGALOBULIMIDAE

Género Megalobulimus
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La especie Megalobulimus huascari (Fig. 8) fue originalmente descrita por Tschudi
(1852) como Bulimus huascari (apud Bequaert, 1948). Estudios posteriores realizados
por Bequaert (1948) en base a las caracteristicas de su concha, la clasificaron como
la subespecie Strophocheilus maximus huascari. En la actualidad, debido a estudios
realizados a nivel molecular y de parte blanda (Ramirez et al., 2012), M. huascari es

considerada como una especie independiente.

Figura 8. Conchas de M. huascari provenientes de diversas localidades de la Selva
central del Pert. a) Chincarmas. b) Sanchirio Palomar. c) La Esperanza. d) Nagazu.

e) Utcuyacu. Foto: V. Borda.
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Figura 8. Continuacion.
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Figura 8. Continuacion.
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5.4. Grupo hermano: Megalobulimus separabilis

Ramirez et al. (2012) demostraron que la especie M. separabilis esta cercanamente
relacionada a M. huascari, razon por la cual fue empleada como grupo hermano en la
reconstruccion de las filogenias. Se trabajé con 6 individuos de esta especie; sin
embargo, solo se logré amplificar con éxito el segmento del gen 16S rRNA de dos de
ellos, los cuales fueron colectados en las localidades de Ambo y Tomayquichua,
Provincia de Ambo, departamento de Huanuco (Tabla 2, Fig. 9), tales individuos
formaron parte de un trabajo de tesis realizado en el Laboratorio de Filogeografia y
Sistematica Molecular (UNMSM), que buscé establecer las diferencias entre las

especies con peristoma rojo del genéro Megalobulimus en base a los caracteres de su

concha y parte blanda (Borda, 2011).

Figura 9. Departamento de Huanuco, habitat natural de la especie M. separabilis.

Foto: V. Borda.
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5.5. Grupo externo: Megalobulimus capillaceus

Ademas, se incluy6 tres secuencias de la especie Megalobulimus capillaceus, las
cuales fueron trabajadas por Congrains (2010) en su tesis de Bidlogo Genetista
Biotecnologo (Fig. 10). Esta especie fue empleada como grupo externo en la
elaboracion de las filogenias. Los especimenes fueron colectados durante el 2008 en
salidas de campo a diferentes distritos del departamento de San Martin, como parte
del proyecto multidisciplinario “Caracterizacién gendémica de caracoles terrestres
nativos (Megalobulimus spp.), como un sello de garantia para especies promisorias, y

caracterizacion quimica de su baba” a cargo de la Dra. Rina Ramirez.

AL "

T
o
i

Figura 10. Departamento de San Martin, habitat natural de la especie M. capillaceus.

Foto: R. Ramirez & C. Calderén.
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Tabla 2. Descripcién de las zonas de muestreo de M. separabilis.

Departamento Localidad Altitud Coordenadas Colector Fecha col.
(msnm)

S:10°07'43,0”

Ambo 2091 Borda, V. 11/10/09
W:76°12'48,1”

Huanuco

S:10°06°20,2”

Tomayquichua 2085 Borda, V. 10/10/09
W:76°12°36.3”

5.6. Materiales
5.6.1. Material biolégico

Los individuos colectados fueron fijados en alcohol al 96% para su preservacién y
posteriormente depositados en la colecciéon cientifica del Departamento de

Malacologia y Carcinologia del Museo de Historia Natural de la UNMSM.
5.6.2. Material de Campo

Los materiales de campo fueron: carta Nacional 1:100 000, libreta de campo, pinzas,
bolsas Ziploc, frascos, alcohol etilico, papel Canson, estilografo, GPS y camara

fotografica.
5.6.3. Material de Laboratorio

Durante el proceso de extraccion de DNA, fue necesario emplear: estereoscopio,
refrigeradora, congeladora, microcentrifuga, pinzas de punta fina, bisturi, cuchillas,
placas de Petri, mascarillas, mecheros de alcohol, tubos de 2 ml, tubos de 1.5 ml,
bano Maria, micropipetas graduables de 50 y 1000 ul, CTAB (Bromuro de cetril-trimetil
amonio), Tris/HCI 1M, NaCl 1.4M, EDTA (Acido etilen diamino tetraacético), PVP
(Polivinilpirrolidona), B-mercaptoetanol, proteinasa K, cloroformo, alcohol Isoamilico,
etanol absoluto, acetato de Amonio 3M y agua bidestilada. Para la amplificaciéon del
DNA, se empled: tubos de 200 y 500 pl, micropipetas graduables de 10 pl y 50 ul, Taq

DNA polimerasa (Invitrogen), MgCl. 2.5 mM, dNTP 0.5 mM, Primer Forward 16SF-
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104, Primer Reverse 16SR-472, congeladora y termociclador. Para poder visualizar
las bandas de amplificacién se requiri6: agarosa, marcador de tamafno molecular
GeneRuler 100bp (Fermentas), azul de Bromofenol, micropipetas graduables de 10 y
50 ul, camara de electroforesis submarina, fuente de poder, SYBR Green,
transiluminador Safe Imager 2.0 Blue Light (Invitrogen) y camara fotografica. Para el
proceso de secuenciamiento del DNA, que se realizd con el empleo de los productos
de PCR en la compania Macrogen (Korea), se emplearon tubos de 1500 pl, tubos de
plastico con tapa rosca para centrifuga de 50ml y plastico para embalaje. Finalmente
para el analisis de datos se cont6 con una computadora personal con los siguientes
programas bioinformaticos: Chromas, ClustalX2, DAMBE, DNAsp, PAUP, ModelTest,

MEGA, Mr.Bayes, Arlequin.

5.7. Métodos
5.7.1. Extraccion de DNA total

El proceso empleado para la extracciéon de DNA es una modificacién del método de
CTAB (Ramirez, 2004), el cual permite remover excesos de mucopolisacaridos, los
gue son abundantes en los caracoles y causan inhibiciones durante la amplificacidén
(Doyle & Doyle, 1987). Para el procedimiento se requiri6 2 mm? de tejido muscular de
pie de caracol terrestre conservado en alcohol de 96°, la muestra de tejido era
digerida con 300 pl de 100m M Tris/HCI, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2% CTAB, 2%
PVP 0.2% B-mercaptoetanol con 0.05 mg Proteinasa K, incubada a 60°C por 2 horas.
Para la remocion de las proteinas se utilizé6 310 pl de cloroformo-alcohol isoamilico
(96:4), centrifugando a 13000 rpm por 15 minutos, luego de lo cual la fase acuosa era
desechada. Este paso se repitié una vez mas, luego de lo cual el DNA era precipitado
usando 600 pl de etanol absoluto frio y 25 pl de Acetato de Amonio 3M, incubado a -
20°C por al menos 30 min, después centrifugado a 13000 rpm por 15 min. El pellet

obtenido, era lavado dos veces en 1 ml de alcohol absoluto y luego centrifugado a
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13000 rpm por 15 min. Finalmente, el pellet era secado a temperatura ambiente por
24 horas para luego ser resuspendido en 50 pl de agua bidestilada, siendo finalmente

conservado a -20 °C (Ramirez, 2004).
5.7.2. Amplificacion de DNA

Para la amplificacion del marcador 16S rRNA mediante la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) (Saiki et al., 1988) se utiliz6 los primers desarrollados
por Ramirez (2004): 16S-F104 (5-GACTGTGCTAAGGTAGCATAAT-3’) y 16S-R472
(5-TCGTAGTCCAACATCGAGGTCA-3’). Cada reaccion fue trabajada en un volumen
total de 25 pl el cual contenia 1 unidad de Tag DNA polimerasa, 2.5 mM MgCl., 0.5
mM dNTP y 400 nM del primer a utilizar y 3 pl de DNA extraido. Los ciclos de
amplificacién fueron: Denaturacion a 94°C por 30 segundos, hibridacién de los
primers a 48°C por 30 segundos, y extensién a 72°C durante 60 segundos, por 40
ciclos. Como control de la amplificacion se empleé 3 ul de H-O destilada en vez del

DNA, manteniendo tal cual los demas componentes.
5.7.3. Visualizacion de DNA

Se realiz6 una electroforesis submarina en Gel de Agarosa al 1% diluida en tampdn
de corrida (TBE), utilizando 4.5 pl de la muestra amplificada y 1 pl de Azul de
Bromofenol. Las muestras amplificadas, la muestra control y un marcador de tamafno
molecular GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas) son cargadas en el gel y se
procede a la corrida. Eventualmente en lugar del marcador de tamafo molecular se
cargaron muestras positivas de amplificaciones anteriores. Luego de la corrida se
procedio a la tincion con SYBR Green, observandose las bandas en el transiluminador
Safe Imager 2.0 Blue Light de la empresa Invitrogen. El gel fue fotografiado con una
camara digital para comprobar la amplificacion por PCR. En el caso de apariciéon de

mas de una banda por muestra, la temperatura de hibridacién fue reevaluada.
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5.7.4. Secuenciamiento de DNA

El secuenciamiento del marcador 16S rRNA de las poblaciones de la especie M.
huascari fue realizado a partir de los mejores productos de las amplificaciones
obtenidas por la reaccién en cadena de la polimerasa. Para ello se utilizaron los
servicios de la compafia coreana Macrogen Inc.; se enviaron 20 pl de cada
amplificado y se solicitd purificacion seguida de dos reacciones de secuenciamiento

por amplicdn, para obtener secuencias de ambas hebras del DNA.
5.7.5. Edicion y alineamiento multiple de secuencias

Las secuencias obtenidas en formato ABI fueron primero evaluadas y editadas para
corregir errores de lectura con la ayuda de los electroferogramas en el programa
Chromas (McCarthy, 1996). Luego se procedié a obtener la secuencia consenso con
ayuda del programa CAP3WIN (Huang & Madan, 1999). La secuencia consenso
obtenida fue guardada en un archivo de texto simple en formato FASTA. Para verificar
que las secuencias obtenidas eran las esperadas, se utilizd la herramienta Blast
(Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990) de la Base de Datos del
GenBank, NCBI (Benson et al., 2011). Luego de su verificacidn, las secuencias fueron

sometidas a un alineamiento global con el programa ClustalX2 (Larkin et al., 2007).
5.7.6. Caracterizacién de las secuencias

La estimativa de frecuencia de bases fue realizada por medio del programa DAMBE
(Xia & Xie, 2001), aqui también se realizé la grafica del niumero de transiciones y
transversiones que ocurren entre cada combinacién de secuencias a pares para
evaluar el grado de saturacion mutacional. Se utilizé en conjunto los programas
PAUP* 4.10b (Swofford, 1998) y Modeltest 3.7 (Posada & Crandall, 1998) para hallar
el mejor modelo de sustitucion nucleotidica que se ajuste a los datos empleando el
método de informacion de Akaike, segun lo recomendado por Posada & Buckley

(2004). El polimorfismo de secuencias nucleotidicas, incluyendo el numero de sitios
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polimérficos (sitios variables), diversidad haplotipica y diversidad nucleotidica se

realizd en el programa DNAsp (Rozas et al., 2003).
5.7.7. Diversidad genética

El nimero de haplotipos, asi como los valores de diversidad haplotipica (Hd) y
diversidad nucleotidica () (Nei, 1987) fueron determinados usando el programa
DNAsp (Rozas et al., 2003). Los sitios de informacién parsimoniosa y sitios
conservados de las secuencias fueron obtenidos a través del programa MEGA

(Tamura et al., 2007).
5.7.8. Distancia genética

La distancia genética calculada entre las especies, asi como la determinada dentro y
entre cada poblaciéon se realiz6 con el programa MEGA (Tamura et al., 2007). Los
analisis para obtener las distancias fueron realizados usando el promedio de
substituciones por sitio entre las secuencias o a partir del promedio de todas las
secuencias de cada grupo. El analisis tom6 en cuenta todas las posiciones y empled el
Maximum Composite Likelihood method. A partir de estas distancias se construyé un
dendrograma de similitud en MEGA usando el algoritmo Unweighted Pair Group

Method with Arithmatic Mean (UPGMA).
5.7.9. Analisis filogenético

Los analisis filogenéticos se realizaron en base a tres metodologias diferentes, para
los cuales se empled un grupo hermano (M. separabilis) y un grupo externo (M.

capillaceus).

Se reconstruy6 las relaciones filogenéticas de M. huascari con diferentes métodos
filogenéticos. El programa MEGA permitié obtener una filogenia en base a distancias
empleando el método Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987) y el modelo de

sustitucién nucleotidica de Kimura 2 parametros (Kimura, 1980). Para determinar
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estadisticamente la consistencia de los nodos se realiz6 una prueba no paramétrica de

bootstrap con 1000 réplicas.

El andlisis de Maxima Parsimonia (MP) se realiz6 en el programa PAUP* (Swofford,
1998). La evaluacién de la topologia encontrada se realiz6 con un bootstrap de 1000

réplicas.

El analisis de Maxima Verosimilitud (ML) fue también realizado en PAUP* segun los
datos propuestos por el programa Modeltest (Posada y Crandall, 1998) seleccionando
el modelo adecuado segun el criterio de informacién de Akaike (AIC) (Posada y
Buckley, 2004). El modelo elegido por Modeltest para las secuencias del marcador
16S rRNA fue GTR + | (Lanave et al., 1984), GTR son las siglas de “general time
reversible”, modelo que asume frecuencias diferentes para las bases nucleotidicas, y
diferencias en las tasas de sustitucion para cada par de bases, la letra | indica que el
programa asumird la presencia de sitios invariantes dentro del alineamiento. La
evaluacion del soporte de los clados se realiz6 con 100 réplicas de bootstrap debido al

esfuerzo computacional necesario para la obtencién del arbol.

La observacion de los arboles generados por el programa PAUP* (MP, ML) se realizd

empleando el programa TreeView (Page, 1996).

El andlisis de inferencia bayesiana (Bl) se realiz6 con la ayuda del programa Mr.Bayes
(Huelsenbeck & Ronquist, 2001) utilizando los parametros propuestos por el Modeltest
y evaluando las topologias mediante el algoritmo Metropolis Coupled Monte Carlo
Markov Chain (MCMCMC), utilizando 4 cadenas de Markov con 3°000.000
generaciones cada una. Luego de observar la distribucion de probabilidades de los
arboles se realiz6 un burning (eliminando algunas hipétesis) de 9001 arboles, el
consenso de los arboles restantes (cuya probabilidad es la mas alta) se observé de

igual forma empleando TreeView.
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Para todos los analisis filogenéticos realizados con los programas PAUP* y Mr.Bayes

se especifico como grupo externo las secuencias de la especie M. capillaceus.
5.7.10. Network

La red de haplotipos o0 network para las secuencias del marcador 16S rRNA obtenidas
de M. huascari fue realizada con el programa NETWORK (Bandelt et al., 1999)

empleando el algoritmo median joining.

El método de redes de haplotipos es otra forma de encontrar relaciones filogenéticas
entre las secuencias, en el cual se generan arboles no enraizados para observar las
relaciones entre los haplotipos y sus frecuencias. Este analisis permite observar
visualmente patrones demograficos y de flujo génico. Al no necesitar arboles
enraizados en este analisis, se prescindié de los individuos usados como grupo

hermano y grupo externo.
5.7.11. Analisis genético poblacional

a. Prueba Fst
La evaluacion de la diferenciacion poblacional y flujo génico fue realizada en el
programa Arlequin (Schneider et al., 2000) mediante el calculo del estadistico Fst. La
diferenciacién indica restriccion de flujo génico entre las poblaciones. Valores cercanos
a 1 indican una mayor diferenciacién entre las poblaciones mientras que valores

cercanos a 0 indican poblaciones mas homogéneas.

b. AMOVA
Asimismo, el programa Arlequin (Excoffier et al., 2005) fue empleado para evaluar la
variacion genética dentro y entre los grupos a través del test de AMOVA (Excoffier et
al., 1992). En el primer analisis, las secuencias fueron agrupadas de acuerdo a las
localidades de colecta mientras que en el segundo andlisis, las secuencias fueron

agrupadas en linajes.
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c. Test de Mantel
Para el analisis de estructura geografica de la arquitectura genética se elabor6 una
matriz de distancias geograficas de a pares entre las localidades a partir de las
coordenadas geogréficas. Se empleé la prueba Test de Mantel del programa Arlequin,
la cual permitié analizar el grado de correlacion entre la matriz de distancias genéticas
y la de distancias geograficas para las poblaciones de M. huascari, a partir de 100000
permutaciones. El resultado de este test puede ser usado para rechazar la hipétesis
de que el proceso que gener6 el primer set de distancias es independiente del proceso

que generd el segundo set.
5.7.12. Analisis demografico
a. Pruebas de modelo neutro

La teoria de mutacion neutral propuesta por Moto Kimura (1968) sefala que la
mayoria de los cambios son fijados por deriva genética y son adaptativamente
neutros, es decir, que no van a ser afectados por la seleccion natural. Los métodos
estadisticos mas conocidos para probar la hipétesis de la mutacion neutral son los

test de Tajima (Tajima, 1989) y Fs de Fu (Fu, 1997).
Test de Tajima

Descrito por Tajima en 1989, compara los estimadores de numero de sitios
segregantes, el cual se ve afectado por el tamano de la muestra como por los alelos
de menor frecuencia, y el de promedio del numero de diferencias a pares, que es
afectado en mayor medida por los alelos mas frecuentes y es independiente por el
tamano muestral. Un valor de D'Tajima > 0 sugiere un reciente cuello de botella
poblacional o alguna forma de seleccion balanceada, mientras que un valor de

D Tajima < 0 sugiere expansion poblacional o seleccion purificante.
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Test Fs de Fu

Yun-xin Fu (1997) propone un estadistico basado en el modelo de sitios infinitos de
mutacion. El cual sugiere estimar la probabilidad de observar una muestra al azar con
un numero de alelos igual 0 mas pequefo que el valor observado y la asuncién de que
todos los alelos son selectivamente neutros. Un valor negativo de Fs es evidencia de
un exceso del numero de alelos, lo cual se esperaria de una reciente expansion o de
un hitchhiking genético’. Un valor positivo es evidenciado por una deficiencia de
alelos, lo cual se esperaria de un reciente cuello de botella poblacional o de una
seleccién sobredominante. La importancia de este test radica en su eficacia especial
para determinar casos de expansion poblacional, incluso es considerado un indicador
mas sensitivo que D'Tajima. El programa Arlequin fue empleado para calcular las
pruebas de modelo neutro, asi como sus correspondientes p-values, a fin de detectar

existencia de expansion poblacional o cuello de botella.
b. Mismatch distribution

El mismatch distribution es un histograma del nimero de diferencias de las secuencias
de DNA de una poblacion entre todos los posibles pares de secuencias en la muestra.
Estas diferencias son graficadas contra sus frecuencias (Harpending et al., 1998). La
gréfica producida por los datos se compara con el modelo de una poblacién con

expansion repentina.

El programa DNAsp permitié realizar la grafica de mismatch distribution, para lo cual
primero se deben obtener los parametros de expansion demografica. El programa
Arlequin fue empleado para estimar los parametros Theta inicial (8o, antes del
crecimiento o declive de la poblacién), Theta final (81, después del crecimiento o
declive) y Tau (1, dato del crecimiento o declive) (Rogers & Harpending, 1992; Rogers,

1995) calculados en unidades de tiempo mutacional, como sigue: 8o y 81=2Neu y T=2Ut,

' Hitchhiking genético ocurre cuando surge una mutacién favorable e incrementa hasta fijarse,
ésto otorga una ventaja fortuita a todos los genes con los que estaba asociado originalmente
(Maynard Smith and Haigh, 1974).
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donde N. es el tamafno efectivo de la poblacién, u es la tasa de mutacién por
secuencia por afno y t es el tiempo en anos.

Por lo general las poblaciones que presentan una distribucion multimodal estédn en
equilibrio demografico (tamafo mas o menos constante de una poblacién a través de
las generaciones) y, por el contrario, cuando es unimodal podria indicar que ha pasado
por una reciente expansidon demografica (gran crecimiento poblacional en pocas
generaciones) o con un amplio rango de expansién teniendo altos niveles de migracion
entre las poblaciones vecinas, inmediatamente después de un cuello de botella
genético (Rogers & Harpending, 1992; Slatkin & Hudson, 1991; Ray et al., 2003;

Excoffier, 2004).

5.7.13. Perfil 16S rBRNA de M. huascari

Para realizar el andlisis de cddigo de barras de DNA utilizando el marcador 16S
RNA ribosomal, se debe tener en cuenta que los perfiles 16S: 1) deben ser Unicos
para la especie M. huascari (no debe repetirse con especies diferentes), 2) los
haplotipos de la especie deben resultar en una monofilia (deben pertenecer a un
mismo clado/grupo) y 3) debe existir una distancia genética intraespecifica menor al

1% (Vences et al., 2005).

Para verificar que el perfil 16S rRNA obtenido en este estudio sea especifico para
Megalobulimus huascari, las secuencias nucleotidicas fueron confrontadas con la
base de datos GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(www.ncbi.nlm.nih.gov), para lo cual se empleé el programa BLAST (Altschul et. al.,

1990).

El Neighbor-Joining (NJ) es un método que permite la identificacion de especies en
una gran escala, siendo empleado en este punto como un enfoque efectivo en la

determinacion del DNA barcoding (Lukhtanov et al., 2009).
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6. RESULTADOS

La informacion de las secuencias de DNA no so6lo permite inferir relaciones
filogenéticas y caracterizar molecularmente, sino también provee un eficiente método
para la identificacion a nivel de especies. Los andlisis llevados a cabo en este estudio
en base al marcador 16S rRNA permitiran determinar entre otros, si la metodologia del
cédigo de barras de DNA (DNA barcoding) puede distinguir eficientemente a la

especie M. huascari.
6.1. Distribucion geografica de la especie

Las referencias originales de distribucion geografica mencionadas en el presente
trabajo para M. huascari (Tschudi, 1852) corresponden al trabajo realizado por
Bequaert (1948), en el cual se sefnala como localidad tipo a “Pera: vertientes
orientales de los Andes entre los Rios Chanchamayo y Tulumayo”, asi como otras
localidades ahora ampliamente habitadas (Tabla. 3). Sin embargo, debido a la
generalidad en la descripcién de estas localidades, asi como al fuerte impacto que
éstas han sufrido a lo largo de los afos a causa de la actividad humana, la colecta de
los especimenes para este trabajo tuvo que realizarse en localidades especificas que
mostraran al menos cierto grado de vegetacion (Tabla 3). Las Unicas localidades
donde caracoles de la especie Megalobulimus huascari fueron encontradas en el
desarrollo de la presente tesis corresponden a Sanchirio Palomar, Nagazu,

Chincarmas, La Esperanza, Utcuyacu, Tzachopén y Kantarizu.

Los especimenes de M. huascari (Fig. 11.A.) fueron encontrados a altitudes entre los
1412 y 1861 msnm (Tabla 3), viviendo, en la mayoria de los casos, en simpatria con
individuos del género Thaumastus (Fig. 11.B.), los cuales presentaron una

abundancia en relacion de 10 a 1 con respecto a M. huascatri.
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Figura 11. A. Individuos de la especie M. huascari encontrados en la localidad de
Utcuyacu, Distrito de Vitoc, provincia de Chanchamayo, Junin. B. Individuo del género
Thaumastus hallado junto a M. huascari en la localidad de La Esperanza, distrito de

Vitoc, provincia de Chanchamayo, Junin.

Todas las localidades de registro para M. huascari corresponden a la zona de vida
denominada “Bosque muy Humedo Premontano Tropical” (Fig. 12). Una de las

localidades mencionadas por Bequaert (1948), “Montana a 8 millas al sur de Eten”,
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localizada en el departamento de Lambayeque, corresponde a zona desértica, por lo

que esta localidad corresponderia a un registro errado.

Tabla 3. Localidades de registro para M. huascari (X). Se presenta las localidades de

Bequaert (1948) (), asi como, todas las localidades muestreadas en el presente

estudio @.
Provincia Distrito Localidad Altitud  Registro
DEPARTAMENTO DE JUNIN - PERU
Chanchamayo
(La Merced) Rio Toro (cerca a Chanchamayo) (" 1300 X
Perené La Florida @ 774 -
Alto Chincarmés @ 1412 X
San Luis de Shuaro  Sanchirio Palomar @ 1754 X
San Ramén Don Bosco @ 1293 -
Chanchamayo
Guayaquil @ 1672 -
Amable Maria @ 1147 -
Vitoc Vitoc @ 1048 -
Utcuyacu @ 1674 X
La Esperanza @ 1671 X
? Valle Chanchamayo () 1000-1400 X
DEPARTAMENTO LAMBAYEQUE - PERU
? ? Montafia a 8 millas al sur de Eten () X (?) X (?)
DEPARTAMENTO DE PASCO - PERU
Chontabamba Tzachopén @ 1861 X
Kantarizg @ 1826 X
Oxapampa Huancabamba Huancabamba M X
Villa Rica Nagazu @ 1496 X
Oxapampa () X

?: Localidad en ambiente desértico, muy diferente a todas las otras localidades donde fue registrada M. huascari.
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Figura 12. Distribucion geogréfica de la especie M. huascari (*) en los
departamentos de Junin y Pasco. : Localidades muestreadas en el presente
estudio. .: Localidades registradas por Bequaert.

El area de colecta abarc6 aproximadamente 100 kildmetros lineales. Tales distancias
entre los puntos de colecta de la especie M. huascari se presentan a continuacién en
la Tabla 4.
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Tabla 4. Distancia lineal (en kilbmetros) entre las localidades de muestreo.

La Esperanza Utcuyacu Sanchirio P. Chincarmas Nagaz(i Tzachopén Kantarizu

La Esperanza 0.00

Utcuyacu 7.22 0.00

Sanchirio P. 50.66 54.43 0.00

Chincarmas 57.25 60.05 10.16 0.00

Nagazu 52.16 57.19 13.97 32.15 0.00

Tzachopén 77.11 83.01 39.32 44.94 28.19 0.00

Kantarizt 73.99 79.64 34.69 40.27 23.82 4.63 0.00

6.2. Estandarizacion de protocolos de extraccion y amplificacion de DNA

Los protocolos de extraccién y amplificacion empleados para el marcador mitocndrial
16S rRNA permitieron obtener secuencias inmejorables de 31 individuos, las cuales no
presentaron problemas de identificacion de bases. En un principio, se eligi6é trabajar
con otro marcador mitocondrial (COl), sin embargo, no se logrd obtener resultados
satisfactorios en el proceso de amplificacion. La visualizacion de las amplificaciones
del gen 16S rRNA para las especies M. huascariy M. separabilis permitié evidenciar
bandas de una longitud aproximada de 300 pares de bases, sin presencia de bandas

inespecificas en ninguna de las especies en evaluacion (Fig.13).

1000 pb —>

500 pb — e

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa de amplificados del marcador 16S rRNA
de la especie Megalobulimus huascari. En la parte superior se indica el cédigo de las

muestras empleadas en la presente tesis.
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6.3. Caracterizacion de las secuencias del marcador mitocondrial 16S rRNA

Se obtuvo un total de 29 secuencias para el marcador 16S rRNA de M. huascariy 2
para el grupo hermano M. separabilis (Tabla 5). Ademas se utilizaron 3 secuencias de

M. capillaceus obtenidas por Congrains (2010).

Tabla 5. Lista de las secuencias obtenidas en este estudio, segun la localidad de

procedencia. N, numero de secuencias.

Especie Departamento Localidad (Abreviacion) N
M. huascari Junin Utcuyacu (Utc) 1
La Esperanza (JLE) 3
Sanchirio Palomar (JSP) 8
Chincarmas (Chi) 2
Nagazu (Nag) 12
Pasco Tzachopén (Tza) 2
Kantarizt (Kan) 1
Subtotal 29
M. separabilis Huanuco Ambo 1
Tomayquichua 1
Subtotal 2
Total 31
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El alineamiento de las 29 secuencias de M. huascari, junto a las 2 de M. separabilis y
3 de M. capillaceus (total: 34 secuencias), constd6 de 333 pb con 257 sitios
conservados y 72 parsimoniosamente informativos (Figs. 14, 15 y 16, Tabla 6). Se
observé la presencia de gaps, es decir, sitios con inserciones/deleciones (indels). El
alineamiento present6 tres grupos bien estructurados, cuyas diferencias permitieron

separar a las tres especies en estudio.

El extremo 5’ del alineamiento presenta cierto grado de conservacién sin presencia de

indels (Fig. 14).

EEE W WE BT KH® RXEE RWE RREEERRT RE w W

]- M. separabilis

w | M. huascari

N

| M. capillaceus

Figura 14. Extremo 5 del alineamiento mdltiple de las secuencias del marcador
mitocondrial 16S rRNA, observada mediante el programa Clustal2X. Las 22 primeras

bases nitrogenadas corresponden al primer 16S-F104.

La segunda seccién del alineamiento mostr6é dos deleciones de adenina (A) para las

secuencias de Megalobulimus capillaceus en las posisicones 126, 172. Por otro lado,
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las secuencias de M. separabilis mostraron insercion de adenina (A) y timina (T) en las

posiciones 177 y 178 respectivamente.

En la posicion 219 se observa la insercién de purinas para M. separabilis y M.
capillaceus (ver flecha, Fig. 15), asi como la insercion de timina (T) para M. capillaceus

en la siguiente posicién (Fig. 15).

EEEEEEREE wEW I

f? ]- M. separabilis

e | M. huascari

"g M. capillaceus I

220 I

Figura 15. Porcién central del alineamiento multiple de secuencias del marcador
mitocondrial 16S rRNA. Nétese la formacion de los primeros gaps entre las secuencias

de M. capillaceus.

El extremo 3 del alineamiento mostrd la delecién de adenina y guanina para las
secuencias de M. capillaceus en las posiciones 238 y 299 (Fig. 16). Asi como en esta
porcion, a lo largo del alineamiento se observo la mayor disimilitud de las secuencias
de M. capillaceus con las de las otras dos especies. La razon de esta diferencia es el
mayor numero de deleciones en las secuencias de M. capillaceus con respecto a las

de M. huascariy M. separabilis.
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Figura 16. Extremo 3’ del alineamiento multiple de secuencias. Las ultimas 22 bases

nitrogenadas corresponden al primer 16S-R472.

En general, se observé un alto grado de conservacién dentro del grupo de las
secuencias formadas por los especimenes de M. huascari. Se encontré un total de 10
mutaciones, hallandose una mayor proporcion de transiciones en relacion a las
transversiones. Las transiciones fueron C - T en las posiciones 54, 89, 123, 218, 222
y 244; y A > G en las posiciones 65 y 69. So6lo dos transversiones fueron halladas:

A/G > T en la posicién 25, y finalmente A - C en la posicion 87 (Tabla 6).
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Tabla 6. Sitios polimérfico informativos al analizar el conjunto total de secuencias del

gen mitocondrial 16S rRNA obtenidas para M. huascari, M. separabilis y M.

capillaceus. Los numeros de la primera columna indican la posicion de los nucle6tidos

en el alineamiento.

Individuo Haplotipo 4 88 X
8 1 1
1 Mhua-JLE-cN45 HA1 GTGATAGACTTGAGCTGGCCCCTT
2 Mhua-JLE-ci12 H1
3 Mhua-Tza-cN61 H2 A
4 Mhua-Tza-ci1 H2 A
5 Mhua-Kan-cH99 H2 A
6 Mhua-JLE-cN46 H3 A
7 Mhua-Utc-cN55 H3 A
8 Mhua-Nag-ci2 H4 T G A A
9 Mhua-Nag-ci3 H4 T G A A
10 Mhua-Nag-ci4 H4 T G A A
11 Mhua-Nag-cH91 H4 T G A A
12 Mhua-Nag-cH82 H4 T G A A
13 Mhua-Nag-cH85 H4 T G A A
14 Mhua-Nag-cH88 H4 T G A A
15 Mhua-JSP-cN50 H5 T G A A
16 Mhua-JSP-cH98 H5 T G A A
17 Mhua-JSP-cN54 H6 T G A A
18 Mhua-Nag-cH81 H7 G A A
19 Mhua-Nag-cH89 H7 G A A
20 Mhua-Nag-cH86 H7 G A A
21 Mhua-Chi-cH80 H8 A A
22 Mhua-Chi-cié H8 A A
23 Mhua-JSP-cN53 H8 A A
24 Mhua-JSP-cN48 H9 A A
25 Mhua-JSP-cN51 H10 A A T
26 Mhua-Nag-ci5 H10 A A T
27 Mhua-Nag-cH90 H10 A A T
28 Mhua-JSP-cN52 H10 A A T
29 Mhua-JSP-cN47 H10 A A T
30 Msep-HuA-cN36 Msep1 A ATAA TTTAA
31 Msep-Hua-cK90 Msep2 A ATAA TTTAA
32 Mcap-Tar-cM19 Mcap ACAGGGTGT A ATGAAATTT A
33 Mcap-Sap-cM61 Mcap ACAGGGTGT A ATGAAATTT A
34 Mcap-Moy-cM16 Mcap A CAGGGTGT A ATGAAATTT A
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Tabla 6 (Continuacién)

Individuo Haplotipo 9 0 1 6 7 7 7
6 2 6 9 1 1 5

1 Mhua-JLE-cN45 HA1 TTAGGCTTT TTGGACTGCGTTT
2 Mhua-JLE-ci12 H1

3 Mhua-Tza-cN61 H2

4 Mhua-Tza-ci1 H2

5 Mhua-Kan-cH99 H2

6 Mhua-JLE-cN46 H3

7 Mhua-Utc-cN55 H3

8 Mhua-Nag-ci2 H4 C

9 Mhua-Nag-ci3 H4 C

10 Mhua-Nag-ci4 H4 C

11 Mhua-Nag-cH91 H4 C

12 Mhua-Nag-cH82 H4 C

13 Mhua-Nag-cH85 H4 C

14 Mhua-Nag-cH88 H4 C

15 Mhua-JSP-cN50 H5 C

16 Mhua-JSP-cH98 H5 C

17 Mhua-JSP-cN54 H6 C

18 Mhua-Nag-cH81 H7 C

19 Mhua-Nag-cH89 H7 C

20 Mhua-Nag-cH86 H7 C

21 Mhua-Chi-cH80 H8 C

22 Mhua-Chi-ci6 H8 C

23 Mhua-JSP-cN53 H8 C

24 Mhua-JSP-cN48 H9 C

25 Mhua-JSP-cN51 H10 C

26 Mhua-Nag-ci5 H10 C

27 Mhua-Nag-cH90 H10 C

28 Mhua-JSP-cN52 H10 C

29 Mhua-JSP-cN47 H10 C

30 Msep-HuA-cN36 Msep1 C A C AC A C T TAAZC
31 Msep-Hua-cK90 Msep2 C A CAC AT T TAAZC
32 M cap-Tar-cM19 Mcap CAGGATTGT CTTTGAAACTTTT
33 Mcap-Sap-cM61 Mcap CAGGATTGT CTTTGAAACTTTT
34 M cap-Moy-cM16 Mcap CAGGATTGT CTTTGAAACTTTT
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Tabla 6 (Continuacién)

—_
—_
—_
—_
N
N
\S]
N
N
N
N

Individuo Haplotipo 8 11 1 2 3 3 5 5 6 7
4 6 82136 738 021 2 8
1 Mhua-JLE-cN45 H1 TCACTTATTATAGGTU CTATATACT
2 Mhua-JLE-ci12 H1 T A G G CT T . A
3 Mhua-Tza-cN61 H2 T A G G CT T . A
4 Mhua-Tza-cil H2 T A G G CT T . A
5 Mhua-Kan-cH99 H2 T A G G CT T . A
6 Mhua-JLE-cN46 H3 C A G G CT T . A
7 Mhua-Utc-cN55 H3 C A GG CT T . A
8 Mhua-Nag-ci2 H4 CT A GGCCT T . A
9 Mhua-Nag-ci3 H4 CT A GGCCT T . A
10 Mhua-Nag-ci4 H4 CT A GGCCT T . A
11 Mhua-Nag-cH91 H4 CT A GGCCT T . A
12 Mhua-Nag-cH82 H4 CT A GGCCT T . A
13 Mhua-Nag-cH85 H4 CT A GGCCT T . A
14 Mhua-Nag-cH88 H4 CT A GGCCT T . A
15 Mhua-JSP-cN50 H5 CT A G G CT T . A
16 Mhua-JSP-cH98 H5 CT A GG CT T . A
17 Mhua-JSP-cN54 H6 CT A GG CT T . A
18 Mhua-Nag-cH81 H7 CT A GGCCT T . A
19 Mhua-Nag-cH89 H7 CT A GGCCT T . A
20 Mhua-Nag-cH86 H7 CT A GGCCT T . A
21 Mhua-Chi-cH80 H8 CT A GGCCT T . A
22 Mhua-Chi-ci6 H8 CT A GGCCT T . A
23 Mhua-JSP-cN53 H8 CT A GGCCT T . A
24 Mhua-JSP-cN48 H9 T A GGCCT T . A
25 Mhua-JSP-cN51 H10 T A GGCCT T . A
26 Mhua-Nag-ci5 H10 T A GGCCT T . A
27 Mhua-Nag-cH90 H10 T A GGCCT T . A
28 Mhua-JSP-cN52 H10 T A GGCCT T . A
29 Mhua-JSP-cN47 H10 T A GGCCT T . A
30 Msep-HuA-cN36 Msep1 A G A A T A A . T
31 Msep-Hua-cK90 Msep2 A G A A T A . A.
32 Mcap-Tar-cM19 Mcap CTCTGAGGGTGGA- ATAGTTAGAA
33 Mcap-Sap-cM61 Mcap CTCTGAGGGTGGA- ATAGTTAGAA
34 Mcap-Moy-cM16 Mcap CTCTGAGGGTGGA- ATAGTTAGAA
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La Tabla 7 muestra el promedio de las frecuencias de bases nitrogenadas para las
secuencias de M. huascari, M. separabilis y M. capillaceus, observandose para el
primero un mayor porcentaje de purinas. La frecuencia nucleotidica promedio para las
secuencias de M. huascari fue de A=0.3166; C=0.1391; G=0.2045; T=0.3397. El
promedio de frecuencias nucleotidicas para cada poblacion de M. huascari es

mostrado en la Tabla 8. Mientras que la frecuencia relativa de islas CpG fue de 0.73.

Tabla 7. Promedio de las frecuencias (en porcentajes) de bases nitrogenadas para las

secuencias de M. huascari, M. separabilisy M. capillaceus.

Especie T (%) C (%) A (%) G (%)
M. huascari 33.97 13.91 31.66 20.45
M. capillaceus 33.64 11.62 33.33 21.41
M. separabilis 32.38 13.25 35.69 18.67

Tabla 8. Promedio de las frecuencias (en porcentajes) de bases nitrogenadas para las

secuencias de M. huascari segun cada poblacion.

Especie T (%) C (%) A (%) G (%)
La Esperanza 34.25 13.78 31.41 20.57
Utcuyacu 34.04 13.98 31.61 20.36
Sanchirio Palomar 34.04 13.75 31.76 20.44
Chincarmas 33.43 14.29 31.91 20.36
Nagaz( 33.71 14.01 31.66 20.62
Tzachopén 34.35 13.68 31.61 20.36
Kantarizu 34.35 13.68 31.61 20.36
Promedio 33.97 13.91 31.66 20.45

La evaluacion de transiciones y transversiones para las secuencias de M. huascari, M.
separabilis y M. capillaceus no mostro presencia de saturacion en ninguno de los tipos

de mutacion, independientemente del tipo de modelo empleado (Figs. 17 y 18).
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Figura 17. Transiciones (“s”) y transversiones (“v’) comparadas con la distancia
genética de a pares en base al modelo de substitucion nucleotidica F84 de las
secuencias del marcador 16S rRNA de Megalobulimus huascari, M. separabilis y M.

capillaceus.

s

sandv

| | | | | |
0.0000 0.0348 0.06%8 0.1047 01398 0.1745 0.2094

K80 distance
Figura 18. Transiciones (“s”) y transversiones (“v”) comparadas con la distancia
genética de a pares en base al modelo de substitucion nucleotidica K80 de las
secuencias del marcador 16S rRNA de Megalobulimus huascari, M. separabilis y M.

capillaceus.
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6.4. Diversidad genética del marcador mitocondrial 16S rRNA

Para el andlisis poblacional de M. huascari se realizd otro alineamiento en el cual se
excluy6 a los individuos de M. separabilis y M. capillaceus. El nuevo alineamiento con
las 29 secuencias de M. huascari resultdé en 329 posiciones con 318 sitios

conservados y 9 sitios parsimoniosamente informativos (Tabla 9).

Tabla 9. Sitios parsimoniosamente informativos obtenidos del alineamiento de los
haplotipos de las secuencias de M. huascari. Los nimeros en la parte superior indican
la posicion de los 9 sitios parsimoniosamente informativos. En la parte derecha de la
Tabla se indican las poblaciones en las que los haplotipos fueron encontrados. N =
Numero de secuencias por haplotipo. Poblaciones (JLE: La Esperanza, Tza:
Tzachopén, Kan: Kantariz(, Utc: Utcuyacu, Nag: Nagazu, Chi: Chincarmas, JSP:

Sanchirio Palomar).

Haplotipo 5 6 6 8 8 2 1 2 4 N Poblaciones

H1 C AGCOCTTTT 2 JLE
H2 . . A . . . . . . 3 Tza/Kan
H3 . .. A . . . . C . 2 JLE/Utc
H4 A G A A . C C . C 7 Nag
H5 T GA A . C C . . 2 JSP
H6 T GA A . C C . . 1 JSP
H7 . G A A . CC . C 3 Nag
H8 . . AA . CC . C 3 Chi/JSP
H9 . . A AT C . . C 1 JSP
H10 . . AA T C . . C 5 Nag/JSP
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El programa DNAsp permitié determinar 10 haplotipos para M. huascari (Tabla 10).
Los haplotipos H1 y H3 se distribuyeron en la poblacién de La Esperanza,
encontrandose este Ultimo haplotipo en el Unico espécimen colectado para la
poblacién de Utcuyacu. Sanchirio Palomar fue la poblacién con mas haplotipos
hallados (haplotipos H5, H6, H8, H9 y H10), compartiendo con Chincarmas y Nagazu
los haplotipos H8 y H10 respectivamente. La poblacién de Nagazu también albergé a
los haplotipos H4 y H7, Unicos para esta localidad. Finalmente, el haplotipo H2 se hallo

distribuido en las poblaciones de Tzachopén y Kantariza.

Tabla 10. Distribucion de los haplotipos de M. huascari en relacion a las localidades de

colecta. N, indica el nUmero de especimenes por localidad.

Haplotipo
Localidad N
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10
La Esperanza 2 1 3
Utcuyacu 1 1
Sanchirio Palomar 2 1 1 1 3 8
Chincarmas 2 2
Nagazu 7 3 2 12
Tzachopén 2 2
Kantarizd 1 1
Total 2 8 2 7 2 1 3 3 1 5 29

El tamafo muestral, numero de haplotipos y valores de diversidad haplotipica y
nucleotidica dentro de cada poblacién es presentado en la Tabla 11. La media de la
diversidad haplotipica (Hd) entre las 29 muestras fue estimada en 0.894 y la media de
la diversidad nucleotidica (1) fue 0.01053 (Tabla 11). La diversidad nucleotidica en las
poblaciones varié de 0.00405 (La Esperanza) a 0.00988 (Sanchirio Palomar); mientras
que la diversidad haplotipica estuvo en un rango de 0.621 (Nagaz() a 0.857 (Sanchirio

Palomar).
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Tabla 11. indices de diversidad genética para el marcador 16S rRNA de M. huascari.
Para estos analisis se excluyd a las poblaciones de Utcuyacu, Tzachopén, Kantarizu y
Chincarmas debido al reducido tamafio muestral (1 6 2 individuos), asi como a la

presencia de un unico haplotipo.

Poblacion N h Hd m

La Esperanza 3 2 0.667 0.00405
Sanchirio P. 8 5 0.857 0.00988
Nagazu 12 3 0.621 0.00438
Total 29 10 0.894 0.01053

N: tamafo muestral, h: numero de haplotipos, Hd: diversidad haplotipica y

1T diversidad nucleotidica.

6.5. Distancia genética para el marcador mitocondrial 16S rRNA

Las distancias genéticas entre las tres diferentes especies (M. huascari, M. separabilis
y M. capillaceus) se muestran en la Tabla 12, mientras que las distancias entre las

poblaciones de M. huascari se observan en la Tabla 13.
6.5.1. Distancia Genética intra e interespecifica

La Tabla 12 muestra las distancias genéticas calculadas entre las tres especies en
estudio, hallando una menor distancia para las especies M. huascariy M. separabilis
(0.116) en comparacién con la que se observa entre M. capillaceus y las especies
antes mencionadas (0.278 con M. huascari y 0.302 con M. separabilis). Como se
puede observar, las distancias genéticas intraspecificas son mucho menores en
relacion a las interespecificas. Asimismo, se hallé una distancia genética de 0 entre las
secuencias de M. capillaceus, debido a que todas ellas colapsaron en un solo

haplotipo.
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Tabla 12. Distancia genética empleando el modelo de substitucion nucleotidica de
Kimura 2-parametros, entre las especies M. huascari, M. separabilis y M. capillaceus

(bajo la diagonal), y dentro de cada una de las especies en mencion (diagonal).

Especie M. huascari M. separabilis M. capillaceus
M. huascari 0.015
M. separabilis 0.116 0.011
M. capillaceus 0.278 0.302 0

6.5.2. Distancia Genética intra e interpoblacional

Las distancias genéticas para las poblaciones de Utcuyacu y Kantarizi no pudieron
ser calculadas debido a que presentaron tan solo un individuo. En la Tabla 13, este
hecho se sefala con la presencia de un guién (-). Por otro lado, las localidades de
Chincarmas y Tzachopén presentaron una distancia intragrupo de 0 a causa de que

s6lo contaron con un haplotipo cada una.

Como puede observarse en la Tabla 13, las distancias genéticas dentro de las
localidades de La Esperanza, Sanchirio Palomar y Nagaz( poseen un valor muy bajo,
lo cual no es mas que el reflejo de las pequenas diferencias entre sus haplotipos.
Asimismo, se nota que estas distancias son menores en relacion a las observadas
para los valores de distancia entre las localidades, salvo para el caso de La
Esperanza, la cual presenta un mismo valor de distancia intrapoblacional que
interpoblacional con respecto a Utcuyacu, debido a que ambas localidades comparten

el mismo haplotipo, Unico para cada una de ellas.
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La mayor distancia genética entre las localidades corresponde a la calculada para
Nagazu con respecto a La Esperanza y Utcuyacu (0.020), mientras que los valores
mas bajos fueron hallados para el calculo realizado entre las localidades de

Tzachopén, Kantarizu, La Esperanza y Utcuyacu.

Tabla 13. Distancia genética (Kimura 2-pardmetros) dentro de cada poblacion
(diagonal) y entre cada una de las poblaciones (bajo la diagonal). Nétese en general la
mayor diferencia al comparar entre las localidades que dentro de ellas. Los guiones

indican insuficiencia de numero muestral para calcular las distancias dentro de las

localidades.
Localidades | La Esperanza Utcuyacu Sanchirio P. Chincarmas Nagaz( Tzachopén Kantarizi
La Esperanza 0.004
Utcuyacu 0.004 -
Sanchirio P. 0.018 0.018 0.010
Chincarmas 0.016 0.016 0.007 0.000
Nagazu 0.020 0.020 0.008 0.005 0.004
Tzachopén 0.003 0.003 0.014 0.012 0.017 0.000
Kantarizu 0.003 0.003 0.014 0.012 0.017 0.000 -

El UPGMA (Fig. 19) muestra graficamente los valores de las tablas, entre ellos la poca
distancia entre los especimenes de la especie M. huascari en relacion a las distancias

genéticas con las otras especies.
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Figura 19. Dendrograma de similitud del marcador 16S rRNA con el método UPGMA

para la especie Megalobulimus huascari. En la parte inferio

distancia genética que representa a las substituciones por sitio calculadas de acuerdo

oo

r se muestra la escala de

al modelo de substitucién nucleotidica de Kimura 2 pardmetros.
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6.6. Analisis filogenético de M. huascari con el marcador mitocondrial 16S

RNA ribosomal

El andlisis de Neighbour-Joining entre las secuencias de las especies M. huascari, M.
separabilis 'y M. capillaceus mostr6 una clara separacibn de sus secuencias,

generando tres grupos bien definidos (Fig. 20).

La especie M.capillaceus fue separada de M. huascari y M. separabilis, las cuales
formaron un clado en el que la especie M. huascari constituyé un grupo monofilético
sustentado por un altisimo valor de bootstrap (100). Asimismo, M. huascari muestra
dos grupos monofiléticos, aqui denominados “linajes” (Fig. 20). El linaje A estuvo
formado por los individuos colectados en las poblaciones de Nagazu, Sanchirio
Palomar y Chincarmas, mientras que el linaje B lo conformaron especimenes de

Utcuyacu, La Esperanza, Kantarizd y Tzachopén.

El arbol filogenético mostrado en la Fig. 21 permiti6 analizar con mas detalle las
diferencias entre los haplotipos generados para M. huascari Como en el arbol
filogenético anterior (Fig. 20), éste muestra la division de M. huascari en dos linajes,
los cuales estan soportados con un alto valor de bootstrap (100). El linaje A incluye a
los haplotipos H4, H5, H6, H7, H8, H9 y H10, los que se hallan distribuidos en las
localidades de Sanchirio Palomar, Chincarméas y Nagazu. El linaje B, a su vez, se
subdividié en dos clados, uno de los cuales contiene a los haplotipo H1 y H2, ambos
hallados en las poblaciones de La Esperanza y Utcuyacu, mientras que el otro,

contiene unicamente al haplotipo H3, distribuido en Tzachopén y Kantarizu.

Al analizar la diversidad genética dentro de los linajes formados por NJ, el linaje A
comprendié una mayor diversidad genético poblacional (linaje A: Hd =0.835, m =

0.00695; linaje B: Hd =0.762, m =0.00289).
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Figura 20. Relaciones filogenéticas entre M. huascari, M. separabilis y M. capillaceus.

e

Arbol obtenido en MEGA empleando el método de Neighbour Joining. Se muestran los

valores de bootstrap mayores a 50%. La escala representa distancias genéticas en

substituciones de nucleotidos por sitio, calculadas de acuerdo al modelo de Kimura 2-

tros.

parame
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Figura 21. Relaciones filogenéticas entre los haplotipos de M. huascari, M. separabilis
y M. capillaceus. Arbol obtenido en MEGA empleando las distancias calculadas con el
modelo de substitucion nucleotidica Kimura 2-parametros y el método de Neighbour
Joining. Se muestran los valores de bootstrap mayores a 50%. La escala representa

distancias genéticas en substituciones de nucleétidos por sitio.

En el arbol resultante de emplear el método de maxima parsimonia (Fig. 22)
encontramos una topologia un tanto similar a la encontrada con el analisis de
Neighbour Joining, el grupo de M. huascari se halla bien sustentado con un valor de
bootstrap de 100. Se observa la presencia de dos linajes bien definidos dentro de la
especie. Dentro del primer linaje se hallan dispersos los haplotipos de las poblaciones
de Nagazl, Chincarmas y Sanchirio Palomar. Dentro del segundo linaje quedan
agrupados aquellos de las poblaciones de La Esperanza, Utcuyacu, Tzachopén y

Kantarizd. Asimismo, se muestra a los haplotipos H9 y H10 sin grupo definido.

Los resultados del analisis de maxima verosimilitud (Fig. 23) e inferencia bayesiana

(Fig. 24) para los cuales se aplicaron los parametros del modelo de sustitucion
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nucleotidica propuesto por el Modeltest (GTR+1), nos muestran resultados similares al
obtenido con el analisis generado por Neighbour Joining, siendo posible discriminar a
la especie M. huascari de M. capillaceus (bootstrap=100), asi como de su grupo
hermano M. separabilis (bootstrap=100). Estos analisis permitieron diferenciar a M.
huascari en dos linajes, y a diferencia del arbol obtenido con maxima parsimonia,
pudieron incluir a los haplotipos H9 y H10 de Nagazu y Sanchirio Palomar, dentro del
grupo que contiene a los otros haplotipos también distribuidos en esas localidades, tal

como es mostrado en el Neighbour Joining.
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Figura 22. Arbol filogenético obtenido en PAUP utilizando el método de Maxima

Parsimonia. Se muestran los valores de bootstrap mayores a 50%.
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Figura 23. Relaciones filogenéticas obtenidas en PAUP utilizando el método de

Maxima Verosimilitud. Se muestran los valores de bootstrap mayores a 50%.
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Figura 24. Relaciones filogenéticas obtenidas en el programa Mr.Bayes empleando el
método de Inferencia Bayesiana. Se muestran los valores de probabilidad posterior

mayor a 0.50.
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6.7. Networks

El andlisis de networks resulta mas fino para el estudio poblacional y muestra en
detalle las diferencias entre los individuos de M. huascari. El network de los haplotipos

de M. huascari mostro la existencia de dos grupos (Fig. 25).

LINAJE A
_ B : V/
| LINAJE B
H4 HS ——
X 4 -
H2

£

H1

La Esperanza
Utcuyacu
Sanchirio P,

_|— H10
Hé6

H9

Chincarméas
Nagazi
Tzachopén
Kantariza

ERACON

Figura 25. Red de haplotipos de M. huascari. Los colores representan a las
localidades en estudio. EI numero de cambios mutacionales se halla representado
mediante barras. El punto rojo indica la presencia de haplotipos no muestreados o
extintos. El tamafno de los circulos es proporcional a la frecuencia del haplotipo
correspondiente (ver escala). Obsérvese la presencia de dos grupos diferentes de

haplotipos (Linaje Ay Linaje B).

El primer grupo incluyé a los haplotipos H1, H2 y H3. Segln la red generada se
observa que los haplotipos H1 y H3, distribuidos en las localidades de La Esperanza y

Utcuyacu, en Chanchamayo, surgieron diferencialmente a partir de una sola mutacion
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en el haplotipo H2, el cual se encuentra en las localidades de Tzachopén y Kantarizd,
en Pasco. El segundo grupo muestra haplotipos pertenecientes a las poblaciones de
Sanchirio Palomar, Chincarmas y Nagazl, separados entre ellos por tan solo una
mutacion. Este grupo contiene a los haplotipos con mayor frecuencia (H4=7 y H10=5).
Asimismo, esta formado por mas del 75% de los individuos colectados (Tabla 10).
Como puede observarse, la presencia de un haplotipo extinto o no muestreado (punto

rojo, Fig. 25) separa a los haplotipos H9 y H10 del resto del grupo.

6.8. Analisis genético poblacional

6.8.1. Diferenciacion poblacional

Al realizar un andlisis comparado entre las poblaciones de M. huascari (Tabla 14), las
mayores diferencias fueron obtenidas entre Chincarmas y las localidades de
Tzachopén y Kantarizu, igualmente, entre Utcuyacu y las localidades de Chincarmas,
Tzachopén y Kantarizd. A pesar de que en todos estos casos el Fst alcanzé el valor de

1, en ninguno de ellos fue significativo (p>0.05).

Sin embargo, se pudo hallar valores cercanos a la unidad y significativos. Tales
valores correspondieron al Fst calculado entre la localidad de La Esperanza y las
localidades de Nagazi y Sanchirio Palomar (0.779 y 0.524 respectivamente). Asi
también fue calculado entre la localidad de Tzachopén y las localidades de Nagazu y

Sanchirio Palomar (0.768 y 0.449 respectivamente).

Pagina 60



Tabla 14. Valores de Fst entre las poblaciones de M. huascari (bajo la diagonal). Los
valores cercanos a 1 indican diferenciacién genética entre las poblaciones. Los signos

por encima de la diagonal indican significancia (+, p<0.05) o no significancia (-,

p>0.05).
Localidades La Esperanza Utcuyacu  Nagazii Sanchirio P. Chincarmas Tzachopén Kantarizu
La Esperanza - + + - - R
Utcuyacu 0.0000 - - - - -
Nagaz( 0.7790 0.7757 - - + -
Sanchirio P. 0.5242 0.4222 0.1652 - + -
Chincarmas 0.8248 1.0000 0.3484 0.0222 - -
Tzachopén 0.1724 1.0000 0.7682 0.4487 1.0000 -
Kantarizd -0.3333 1.0000 0.7343 0.2973 1.0000 0.0000

Debido a que la mayoria de los valores de Fst entre las poblaciones no fue
significativo, se agrup6 a las poblaciones en dos linajes (Linaje A y Linaje B) segun lo
determinado en los resultados del andlisis filogenético (Linaje A: Nagazl, Sanchirio
Palomar y Chincarmas; Linaje B: Utcuyacu, La Esperanza, Kantarizi y Tzachopén). El
Fst calculado entre los dos linajes fue 0.670, el cual presenté un alto nivel de

significancia (P value = 0).

6.8.2. Variacion molecular inter e intrapoblacional

El analisis AMOVA realizado para las siete poblaciones (JLE, Utc, JSP, Chi, Nag, Tza
y Kan), mostr6 que la varianza dentro ellas (Fst = 0.41884, P < 0.001) contribuy6
principalmente al total de la variacién (Tabla 15). Los resultados de este estudio
sugieren que las siete poblaciones geograficas de M. huascari no han desarrollado

una estructura genética significante.
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Tabla 15. Analisis de Varianza Molecular entre las poblacionales de Megalobulimus

huascari. Los estadisticos resultaron significativos (P<0.001), salvo en (*).

Fuente de variacion Porcentaje de variacion  indices de fijacion

Entre grupos 13.21 % Fct=0.13213*

Entre poblaciones dentro 28.67 % Fsc = 0.33036

de los grupos

Dentro de las poblaciones 58.12 % Fst=0.41884

Para el andlisis jerarquico, las poblaciones fueron agrupadas de acuerdo a sus linajes
asignados (Linaje A y Linaje B; N = 2). En el AMOVA realizado, la mayoria de la
variacion molecular (65.08%) fue atribuida a la variacién entre los grupos, 31.87%
atribuido a la variacién dentro de las poblaciones, y 3.05% a la varianza entre la
poblaciones dentro de los grupos (Tabla 16). Por lo tanto, el anélisis AMOVA muestra

una clara estructura genética entre los linajes.

Tabla 16. Analisis de Varianza Molecular entre los grupos establecidos de
Megalobulimus huascari (Linaje A y Linaje B). Linaje A: Nagaz(, Sanchirio Palomar y
Chincarmas, Linaje B: Utcuyacu, La Esperanza, Kantarizi y Tzachopén. Los

estadisticos resultaron significativos (P<0.001), salvo en (*).

Fuente de variacion Porcentaje de variacion indices de fijacion

Entre grupos 65.08 % Fct=0.65082

Entre poblaciones dentro 3.05 % Fsc = 0.08732*

de los grupos

Dentro de las poblaciones 31.87 % Fst=0.68131
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6.9. Estructuracion geografica de la arquitectura genética

El nimero de matrices generadas fue dos: una matriz de distancias genéticas a pares
entre las poblaciones de M. huascari (Tabla 13) y una segunda matriz de distancias
geograficas a pares determinada a partir de las coordenadas geograficas de las

localidades en estudio (Tabla 1).

Los resultados del Test de Mantel muestran una ausencia de relacion entre las
matrices, debido a que se generaron valores de correlacién grandes y pequefnos de
forma no igualitaria (76769 y 23154 respectivamente), asi como un r=0.153011.
Asimismo, la Fig. 26 muestra un aislamiento por distancia entre las poblaciones de M.
huascari, debido a que el incremento en las distancias genéticas no corresponde, en la

mayoria de los casos, a un incremento en las distancias geograficas.

90.00 _
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Figura 26. Grafica de correlacion entre la distancia genética y distancia geografica

entre las poblaciones de M. huascari.
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6.10. Patrones demograficos

El test de Tajima mostr6 valores mayores a cero (Tabla 17), tanto al analizar las
secuencias del total de las poblaciones como cuando éstas fueron agrupadas por
linajes. Este resultado nos sugiere que las poblaciones han atravesado por un reciente
cuello de botella.

Por otro lado, los valores de Fs de Fu resultaron negativos (Tabla 17), lo cual
evidencia una reciente expansion poblacional, tanto al nivel de poblaciones como de
linajes. Este resultado también fue soportado por el bajo indice de Raggedness

(r=0.0263).

Tabla 17. Valores de los estadisticos de Tajima y de Fu para el total de las

poblaciones y los linajes establecidos. Ningun estadistico alcanzé significancia.

Total de las
Estadisticos Linaje A Linaje B
poblaciones
Tajima's D 0.76637 0.60905 0.68731
Tajima's D p-value 0.92026 0.75620 0.96820
Fus F -1.006 -0.60387 -0.056
Fu's Fs p-value NA 0.39090 0.70550

La Figura 27 muestra la curva del nimero de diferencias a pares entre las secuencias
de M. huascari comparado con sus frecuencias, empleando el modelo de expansidn
poblacional. La grafica muestra una distribucion bimodal, con una mayor incidencia de

pocas diferencias entre las secuencias.
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Figura 27. Distribucién de diferencias a pares (mismatch distribution) para todas las

secuencias de M. huascari. Grafico de poblacién con variacion demogréfica. En la

horizontal se muestran las diferencias a pares y en la vertical la frecuencia de
apariciéon de estas diferencias.

En los andlisis realizados para cada linaje, las curvas también mostraron baja

divergencia entre las secuencias (Figs. 28 y 29). Sélo para el caso del linaje A

(Sanchirio Palomar, Chincarméas y Nagazu) se presentd una curva unimodal, la cual se

asemeja a la hipétesis de una expansién poblacional subita luego de un cuello de
botella genético (Fig. 28).
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Figura 28 Distribucién de diferencias a pares (mismatch distribution) para el linaje A

de M. huascari. Gréfico de poblacién con variacion demogréfica. En la horizontal se

muestran las diferencias a pares y en la vertical la frecuencia de apariciéon de estas

diferencias.
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Figura 29. Distribucion de diferencias a pares (mismatch distribution) para el linaje B

de M. huascari. Grafico de poblacién con variacion demografica. En la horizontal se

muestran las diferencias a pares y en la vertical la frecuencia de aparicion de estas

diferencias.
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6.11. Tiempos de Divergencia

El arbol de distancias Neighbour Joining linearizado y comparado con la tasa de
sustitucion estandar del gen 16S rRNA (0.06/milléon de afos, Chiba, 1999; Pfenninger
& Posada, 2002; Pfenninger et al., 2003) permitié observar los tiempos de divergencia
entre las especies M. huascari, M. separabilis y M. capillaceus, asi como entre los

linajes de M. huascari (Fig. 30 - Clado A).

La divergencia del clado de M. huascari con respecto a su grupo hermano M.
separabilis ocurrié hace 1 millén 250 mil afios. El tiempo de divergencia entre los
linajes Ay B es de unos 150 mil afios (Fig. 30 — Clado B). Por otro lado, la divergencia
entre los haplotipos de las poblaciones de Tzachopén-Kantarizd y La Esperanza-

Utcuyacu es de aproximadamente 25 mil afos.
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Figura 30. Tiempos de divergencia en la especie Megalobulimus huascari. (A) Tiempo
de divergencia de M. huascari con respecto a M. separabilis (1 millon 250 mil anos).
(B) Tiempo de divergencia del clado A con respecto al clado B (150 mil afos). La

escala representa la distancia genética y la superior el tiempo en millones de afnos.
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6.12. Codigo de barras de DNA para M. huascari

El codigo de barras de DNA (DNA barcoding) es una técnica que permite caracterizar
especies de organismos usando una corta secuencia de DNA estandar
(http://barcoding.si.edu/DNABarCoding.htm). Tal distinciébn se obtiene a partir de la
premisa de que la variacion genética entre las especies debe exceder a la variacion
dentro de las mismas (Hebert et al., 2003). En la presente tesis se utilizé un segmento
del gen mitocondrial 16S rRNA como el estandar para la obtenciéon de secuencias que

generarian el perfil genético de las especies de Megalobulimus aqui utilizadas.

Como resultado se tiene que las secuencias del marcador 16S rRNA obtenidas en el
presente estudio conformaron perfiles genéticos para cada una de ellas (M. huascari,

M. separabilis, M. capillaceus).

Las secuencias de M. huascari fueron confrontadas con la base de datos del GenBank
usando la herramienta bioinforméatica BLASTn, lo cual permitié confirmar la correcta
amplificacién y secuenciamiento del marcador 16S rRNA. Los matches coincidieron
con caracoles de la familia Megalobulimidae con porcentajes de identidad entre el 90%
y 82% (Fig. 31). Por otro lado, estas secuencias formaron un clado en arboles
obtenidos con diversos métodos filogenéticos, lo que respalda al marcador 16S rRNA

como codigo de barras de DNA de M. huascari.

Accession Description ;F; ;:DLL:L cc%\%[e —‘L%ue g
Megalobulimus lichtensteini isolate Nar-M88-1 165 ribosomal RMNA ger 431 431 100% 2e-117 90%
Megalobulimus lichtensteini isolate Nar-N29-2 165 ribosomal RNA gen 431 431 100% 2e-117 90%
Megalobulimus lichtensteini isolate Shu-M73-17.2 165 ribosomal RNA 431 431 100% 2e-117 90%
Meagalobulimus separabilis isolate Hua-N36-1 165 ribosomal RNA gene 422 422 100% le-114 90%
Megalobulimus popelairianus isolate Biot-N27-8a 165 ribosomal RNA ¢ 381 381 100% 2e-102 38%
Megalobulimus popelainanus isolate Ink-M85-2 165 ribosomal RNA ge 375 375 100% 8e-101 88%
Megalobulimus popelairianus isolate Oco-H25-1 16S ribosomal RNA ge 370 370 100% 4e-99 87%
Megalobulimus popelairianus isolate Flo-MN42-1 165 ribosomal RNA ger 364 364 100% 2e-57 87%
Megalobulimus popelairianus isolate Flo-N40-u 1685 ribosomal RMNA ger| 354 364 100% 2e-97 87%
Megalobulimus popelairianus isolate DBo-N39-u 165 ribosomal RNA ge 382 364 100% 2e-97 87%
Megalobulimus popelairianus isolate SapCh-M95-10.4 165 ribosomal F 364 364 100% 2e-597 87%
Megalobulimus popelairianus isolate Rio-M67-9.1 165 ribosomal RNA ¢ 354 364 100% 2e-97 87%
Megalobulimus popelairianus isolate IgM-H14-3 165 ribosomal RNA ge 348 348 100% 2e-92 86%
Megalobulimus popelairianus isolate SapIJM-M78-10.5 165 ribosomal F 348 348 100% 2e-92 86%
Megalobulimus popelairianus isolate TarM-M90-13.1 165 ribosomal RM 348 348 100% 2e-92 86%

i Megalobulimus popelairianus isolate TarM-N58-1 16S ribosomal RNA ¢ 342 342 100% 8e-91 86%

JNG04734.1 Megalobulimys maximys isolate Tok-Mae-1 165 ribosomal RNA gepe, 296 296 100% 6e-77 83%

Figura 31. Matches realizados para M. huascari en la base e datos del GenBank.
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7. DISCUSION

El presente estudio ha permitido caracterizar la diversidad genética de M. huascari,
establecer sus relaciones filogenéticas con especies emparentadas, analizar su
estructura y diferenciacion genética. Pero principalmente ha permitido conocer el
estado actual en el que se encuentran sus poblaciones, asi como, de qué manera el

hombre viene modificando su habitat y diversidad.

7.1.  ¢16S rRNA: el mejor marcador para M. huascari?

El gen COlI recientemente ha recibido mucha atencion en la identificacién de especies
debido a la robustez de sus primers universales. Por ello inicialmente se decidié
emplear este gen como marcador para las poblaciones de M. huascari. Sin embargo,
no se logré obtener amplificados de la especie en estudio. Este hecho puede ser
explicado por la universalidad de los primers de Folmer et al. (1994) empleados,
siendo que las regiones de union de los iniciadores presenten algunos cambios

mutacionales que eviten su hibridacion.

Esta diferencia de la eficacia en el disefio de los primers también fue notada por
Congrains (2010) al estudiar los perfiles de DNA de algunas especies de la familia
Megalobulimidae de la regién San Martin. Resultados similares fueron observados en
los trabajos realizados por Feng et al. (2011), quien al analizar la diversidad genética
en bivalvos de la familia Pectinidae no logré6 amplificar el gen COI a partir de los
primers universales de Folmer para todas las especies colectadas; mientras que al
emplear los primers COIl de Matsumoto & Hayami (2000), logré obtener un rendimiento
de casi el 100%. Por otro lado, en todos los trabajos citados, asi como en el presente
estudio, los primers del 16S rRNA disenados universal o especificamente para
moluscos (Ramirez, 2004) fueron reproducidos exitosamente alcanzando incluso el

100% de amplificacion.
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7.2. Caracterizacion de secuencias

El analisis de las secuencias de DNA nos puede dar informacion acerca de las
diferencias no observables a partir del fenotipo, asi como también permite resolver las

relaciones evolutivas dentro de un complejo de especies (Dyer et al., 2008).

La mayoria de estudios en animales se enfocan principalmente en un tipo de genoma,
el DNA mitocondrial (mtDNA), el cual tiene la ventaja de poseer tasas relativamente
rapidas de evolucién, proveyendo resolucién para eventos de especiacion recientes

(Moore, 1995; Zink & Barrowclough, 2008).

Una caracteristica del genoma mitocondrial es su deficiencia en guanina (Zhang &
Hewitt, 1996; Silva et al,, 2011). Sin embargo, en este estudio, las secuencias del
marcador 16S para las tres especies fueron globalmente deficientes en citocina (Tabla
7), composicion que ha sido frecuentemente reportada en diferentes estudios basados
para este gen en una variedad de gastropodos (Congrains, 2010; Ramirez, 2009;

Romero, 2008).

Al analizar el alineamiento multiple de las secuencias del gen 16S rRNA, se observo
que la presencia de los gaps se debia en su mayoria a deleciones producidas en las
secuencias de M. capillaceus, especie lejanamente emparentada con M. huascari,
tanto a nivel de su distribucion geografica como en base a sus caracteristicas
morfolégicas. Los extremos 5’ y 3’ del alineamiento correspondieron a segmentos bien
conservados, lo cual verifica la efectividad de los primers especificos disefiados por

Ramirez (2004).
7.3. Variacion genética en Megalobulimus huascari

Las diversidades haplotipica y nucleotidica pueden proveer importante informacion de
la historia de las poblaciones de Megalobulimus huascari. Los resultados de la
presente tesis revelaron alta diversidad haplotipica y baja diversidad nucleotidica en

las poblaciones (Tabla 11). Este patron puede ser atribuido a una reciente expansién
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poblacional luego de una reduccién en el tamarno efectivo de la poblacion, debido
posiblemente a un cuello de botella genético (Grant & Bowen, 1998). Comparado con
un estudio previo sobre caracoles terrestres de la Amazonia peruana, la diversidad
genética de las secuencias del marcador 16S rRNA en M. huascari es similar a la de

otras especies de la familia Megalobulimidae (Congrains, 2010).

Como puede observarse en la Tabla 10, hay un gran flujo de genes entre las
poblaciones de Sanchirio Palomar y los poblados de Chincarmas y Nagazu,
evidenciado porque éstos comparten haplotipos. Lo mismo se evidencia para las
poblaciones de La Esperanza y Utcuyacu, asi como para Tzachopén y Kantarizi. En
un principio este flujo génico puede ser explicado por la cercania geografica entre las
poblaciones. Un claro ejemplo lo constituyen las localidades de Sanchirio Palomar,
Chincarmas y Nagazl, que a pesar de ubicarse en diferentes distritos (Tabla 3) -
incluso diferentes departamentos, como es el caso de Nagaz( ubicado en Pasco en
relacion a las otras dos localidades presentes en Junin — comparten una misma zona
de vida (bosque muy humedo Premontano Tropical) y se encuentran separados por
una distancia maxima de 32.15 kilémetros (entre Nagazu y Chincarmés). La misma
explicacion se produce en el caso de las otras cuatro poblaciones, siendo que La
Esperanza queda separada de Utcuyacu por tan solo 7kms, y Tzachopén de Kantarizu

por menos de 5kms.

Las distancias genéticas interespecificas alcanzaron valores altos (11.6% entre M.
huascari y M. separabilis, y 27.8% entre M. huascari y M. capillaceus). Valores
similares de distancia genética entre especies han sido hallados en diversos estudios
realizados en otros moluscos. Fheng et al. (2011) al analizar las secuencias de
especies de bivalvos de la familia Pectinidae encontraron valores de distancia genética
dentro de un rango de 5% a 31%. Asi también, Aguilera-Mufoz et al. (2009) hallaron
un porcentaje de divergencia entre 1.2% y 47.5% para diferentes especies de

gastropodos comercializados en Chile. Por otro lado, la menor distancia entre M.
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separabilis y M. huascari, corrobora los resultados de estudios morfolégicos, los cuales
plantean que ambas especies se encuentran mas cercanamente relacionadas entre si

que en relacién a M. capillaceus (Ramirez et al., 2012).

Asimismo, se hall6 un valor muy bajo de divergencia dentro de M. huascari (1.5%), el
cual no supera al 5% determinado como limite en los estudios de moluscos europeos
del género Iberus (Elejalde et al., 2008). El rango de divergencia entre las poblaciones
de M. huascari (0%-2%) es similar al encontrado en otras especies, como es el caso
de anfibios (0%-3%) (Vences et al., 2005) y peces (0.37%-4.9%) (Frederico et al.,

2012).
7.4. M. huascari: un clado monofilético

La arquitectura genética de las especies estd modelada por los procesos geoldgicos,
climaticos e histéricos y puede ser evidenciada mediante analisis filogenéticos de las
secuencias de DNA (Avise, 2000). Generalmente, al estudiar filogenias
intraespecificas en moluscos se espera obtener un resultado que relacione la
distribucion de los haplotipos con sus diferencias genéticas, este es el caso de Bunje
(2005) quien por medio de la reconstruccion de arboles filogenéticos empleando
maxima parsimonia y maxima verosimilitud observé la presencia de dos clados
monofiléticos con distribucién restringida para el caracol acuatico Theodoxus fluviatilis.
Asimismo, Pfenninger y Magnin (2001) observaron la presencia de dos grupos de
haplotipos altamente divergentes dentro de la especie Candidula unifasciata, siendo
esta divisiébn concordante con diferencias morfolégicas y de distribucion geogréfica,

proponiendo la existencia de dos linajes evolutivos diferentes.

Los arboles filogenéticos obtenidos para el marcador mitocondrial 16S rRNA con
diferentes métodos (NJ, MP, ML, BA) mostraron una topologia similar, sustentando la
monofilia de M. huascari con respecto a su grupo hermano (M. separabilis) y grupo
externo (M. capillaceus). La concordancia entre las topologias se debe a la eleccién de

un correcto modelo de sustitucién nucleotidica, el cual permitié optimizar la calidad de
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los datos (Wagele & Mayer, 2007), sin generar problemas en el analisis de las
relaciones evolutivas de los taxa (Philipps et al., 2004). Tales filogenias dividieron a la
especie M. huascari en dos clados (Clado A y Clado B) con un alto valor de bootstrap
(100%). Aunque dentro del clado A no se lleg6 a observar una estructura genética que
se corresponda con la distribucion geografica de las poblaciones, puesto que mas de
un haplotipo fue compartido entre ellas, todas éstas se encontraron cercanamente
distanciadas geograficamente, factor que estaria influenciando el flujo génico entre
estas poblaciones. Este no es el caso del clado B, debido a que en éste se
encontraron poblaciones altamente distanciadas geograficamente, con una separacion

de hasta 83 km.

El network para los haplotipos de M. huascari mostré la existencia de dos grupos (Fig.
22). Segun la red generada para el grupo formado por los haplotipos H1, H2 y H3,
surge la hipétesis de que los haplotipos H1 y H3 surgieron diferencialmente a partir de
una sola mutacién en el haplotipo H2. Este hecho puede tener su origen en el efecto
fundador, por medio del cual algunos individuos de las poblaciones de Tzachopén o
Kantarizu (que comparten el haplotipo H2) fueron transportados de forma accidental o
con fines medicinales o de comercializacion, ya sea hacia La Esperanza o Utcuyacu,
generando la dispersibn de su pool génico en estas poblaciones, que al ser
colindantes facilité el flujo génico entre ellas haciendo posible que en la actualidad

compartan el haplotipo H3.

El segundo grupo, mostrd haplotipos separados entre ellos por tan solo una mutacién.
Es notable la mayor frecuencia del haplotipo H4 Ginicamente distribuido en Nagazu, asi
también el haplotipo H10 compartido entre las poblaciones de Sanchirio Palomar y
Nagazu. Los haplotipos H9 y H10 son separados del resto debido a la existencia de un
haplotipo indeterminado o extinto. La minima cantidad de pasos mutacionales entre los
haplotipos de este grupo indica un amplio flujo génico entre los individuos de estas

poblaciones, cuya separacion geografica, como ya fue discutido, es muy corta.
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En cuanto al analisis de diversidad genética, la presentada por el clado A fue mayor
que la del clado B, implicando que el clado A puede representar el centro de

distribucion genética.

En sintesis, la distribucién de los haplotipos de M. huascari revel6 una ausencia de
relacion con las distribuciones geograficas de los individuos muestreados, sugiriendo
la pérdida de estructura geografica. Un resultado similar fue obtenido por Silva et al.
(2011), quienes al analizar las poblaciones amazoénicas de la tortuga Podocnemis
sextuberculata hallaron una pérdida de estructura poblacional, la cual fue atribuida a la
presencia de un haplotipo muy frecuente distribuido a través de todas las areas
muestreadas. Del mismo modo, Romero (2010) al analizar la filogeografia de
Systrophia helicycloides en la Amazonia peruana not6 la presencia de haplotipos
distribuidos en mas de una localidad lo cual condujo a la ausencia de estructura

geografica de la diversidad genética.

En este contexto, a pesar de que los caracoles terrestres presentan poca vagilidad
(Hugall et al, 2002), condicibn que los predispone a un claro aislamiento y
diferenciacién entre sus poblaciones, las condiciones cambiantes de ambientes mas
dinamicos, como es el caso del bosque amazoénico (Whitmore, 1998), pueden
modificar la distribucion de sus poblaciones y provocar una mayor dispersion de los

individuos (Romero, 2010).
7.5. Linajes genéticamente diferenciados y estructurados

Los resultados del estadistico Fsty el test de AMOVA, muestran que las poblaciones
de M. huascari, al igual que las de otros caracoles terrestres de la Amazonia peruana
(Romero, 2010), tienen un escaso nivel de estructura genética. Sin embargo, si existe
estructuracion a nivel de los dos clados propuestos. Un resultado similar fue
observado por Yang et al. (2012) quienes al estudiar la filogeografia de los peces
Squalidus argentatus en China y Taiwan, hallaron ausencia de estructura en las

poblaciones, asi como, la formacion de dos linajes bien diferenciados.
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La estructura y diferenciacion genética de los clados A y B son resultado del
aislamiento geografico y la capacidad limitada de dispersion en la especie. Los efectos
de este aislamiento geografico se ven reflejados en la ausencia de haplotipos
compartidos (Avise, 2000). Este aislamiento pudo haberse generado por el retiro de
las poblaciones de estos caracoles a zonas de mayor altitud a manera de refugios,
provocado por la pérdida y fragmentacion de sus habitats naturales ocasionado por la
creciente actividad humana observada en la zona, como deforestacion, caza y
expansién de los campos de cultivo. Sin embargo, también podemos atribuir estos
resultados a eventos mucho mas anteriores a la mano del hombre, los cuales seran

discutidos en la siguiente seccion.
7.6. Influencia de la Cordillera de los Andes y la incursion humana

Los patrones biogeograficos en Sudamérica tropical se piensa que han sido
influenciados por uno o mas factores tales como: los cambios en la distribuciones de la
tierra y el mar debido a los movimientos tectonicos o las fluctuaciones del nivel del
mar, efectos de barrera de los rios amazonicos, existencia de refugios aislados
durante periodos de sequia del Terciario y Cuaternario, una combinacién de efectos de
barrera de los rios y cambios en la vegetacion durante los periodos de aridez,
interacciones competitivas entre las especies durante los periodos de frio en el

Pleistoceno, asi como el origen de la Cordillera de los Andes (Antonelli et al., 2010).

Empleando analisis filogeogréaficos es posible probar la efectividad de la hip6tesis de
las barreras de flujo génico en la Amazonia (Avise, 2000). Varias barreras
paleogeograficas han sido propuestas. La orogénesis de los Andes y los arcos
resultantes en conjunto con las introgresiones marinas (Rasanen et al., 1995) han sido
hipotetizadas como importantes eventos que causaron la divergencia genética dentro
de las especies y las poblaciones (Patton & da Silva, 1998). Varios autores han
encontrado soporte para esta hipo6tesis en especies de roedores y marsupiales (Patton

& da Silva, 1998), y sapos (Gascon et al., 2000; Lougheed et al., 1999).
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La cordillera de los Andes es una gran cadena de montafias en conexion directa con la
Selva tropical. Tiene su origen en el Cretacico (Milnes, 1987) aparentemente
procedente de sur a norte y de oeste a este (Taylor, 1991), y ha promovido la
especiacion en varias formas: creando una variedad de nuevos hdbitats montano y
premontano neotropical disponibles para la colonizacién de los primeros ancestros;
produciendo vicarianza y consecuentemente aislamiento genético entre las
poblaciones a ambos lados de la montana emergente; cambiando la hidrologia y el
clima del continente Sudamericano, creando de esta forma nuevas presiones

evolutivas en taxa montanos y de tierras bajas (Antonelli et al., 2010).

La influencia de la cordillera de los Andes en la evolucién de las especies ha sido
analizada en diversos estudios, tales como los realizados en el geco Gonatodes
(Gamble et al., 2008), en el sapo Epipedobates trivittatus (Roberts et al., 2006), en
especies de aves del género Tangara (Burns & Naoki, 2004), en el mono arana Ateles
(Collins & Dubach, 2000), asi como otras especies distribuidas a lo largo de

Sudamérica.

Los resultados de la presente tesis, sugieren que la especie M. huascari se diversificd
de las demas especies en el Pleistoceno, periodo de continuos ciclos de glaciacion e
interglaciaciéon que iniciaron hace 1-2 millones de afnos. Asimismo, la gran divergencia
entre los linajes ocurrida hace aproximadamente 150 mil afos, permite inferir que la
estructura geografica y genética de estos dos grupos puede haber sido influenciada
por procesos geoldgicos relacionados a la formacion de los arcos resultantes de la
expansion de la Cordillera de los Andes, lo cual ha originado que en la actualidad las
poblaciones de M. huascari sean encontradas a una gran altitud, por encima de los

1400 msmnm.

El andlisis de tiempos de divergencia arroj6 un tiempo de 25 mil afos para la
generacion de los haplotipos del linaje B. Este tiempo coincide con el arribo de los

humanos a Sudamérica, el cual se halla en un rango de hace 11 000 y 45 000 afos
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(Dillehay, 1999). En vista de ello es que se propone que los linajes de M. huascari,
generados antes de la llegada de los humanos a la region, pudieron ser trasladados a

localidades diferentes por el hombre, perdiendo asi su estructuracion geografica.
7.7. Expansion demografica de las poblaciones de M. huascari

Ambas pruebas, test de Tajima y Fs de Fu, indican sucesos diferentes en las
poblaciones de M. huascari. Sin embargo, debido a que el test Fs de Fu ha
demostrado ser mucho mas sensitivo que el test de Tajima en la deteccion de
crecimiento poblacional, los resultados del estadistico Fs de Fu seran considerados en

este estudio para dar soporte a la hipdtesis de expansién poblacional.

Aunque no se hall6 significancia estadistica, los valores negativos de Fs de Fu en los
linajes A y B indican que las poblaciones experimentaron un evento de expansion
demogréfica siguiendo un modelo neutral, resultado que es compartido con el del
andlisis demografico mediante mismatch distribution, el cual resulté en una
distribucion unimodal para ambos linajes, indicando que las poblaciones dentro de los
linajes han pasado por una reciente expansion demografica o que presentan un amplio
rango de expansion con altos niveles de migracion entre las poblaciones vecinas.
Resultados similares también fueron hallados por Yang et al. (2012) para peces de la

especie Squalidus argentatus distribuida al sur de China.
7.8. Coddigo de barras de DNA usando el marcador 16S rRNA

Las secuencias de DNA constituyen la mayor fuente de informacion que permite
entender las relaciones genéticas y evolutivas de las distintas especies de organismos.
Estas relaciones bioldgicas pueden ser evaluadas gracias al desarrollo de dos ramas
de la Biologia: la filogenética molecular, y la genética de poblaciones. La filogenética
molecular se ocupa de las relaciones evolutivas entre diferentes especies, mientras
que la genética de poblaciones se encarga de analizar la variacién genética existente

dentro y entre las poblaciones de una misma especie. En este contexto, el cédigo de
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barras del DNA ocupa una posicién intermedia ya que busca una amplia cobertura de
especies, delimitandolas mas que buscando sus relaciones (Hajibabaei et al., 2007).
En recientes afos, el codigo de barras de DNA ha sido empleado con enfoques
filogenéticos y comerciales en muchos crustaceos y moluscos (Kim et al., 2010).
Inicialmente el DNA barcoding fue casi exclusivamente utilizado para estudios de
biodiversidad pero en la actualidad ha sido extendido incluso hasta permitir la
identificacion de especies en alimentos procesados para la comercializacién (Tanabe
et al., 2007; Dawnay et al., 2007).

El enfoque basado en distancias mediante NJ puede ser empleado para la
identificacion de especies a nivel molecular, pues permiten mostrar la existencia de
monofilia en los haplotipos de una determinada especie.

Por otro lado, la divergencia genética también juega un rol importante a la hora de
establecer los limites entre una especie y otra. En este sentido Hebert et al. (2004)
propusieron un umbral estandar para definir nuevas especies, este umbral, conocido
como barcoding gap define que la divergencia interespecifica debe ser 10 veces
mayor a la intraespecifica; en la tabla 12 se puede observar que la variacion
intraespecifica de M. huascari (1.5%) es diez veces menor que aquella encontrada con

su especie hermana, M. separabilis (11.6%).

Considerando los resultados de 1) la comparacién de las secuencias de M. huascari
con la base de datos del GenBank, 2) el establecimiento de la monofilia entre sus
haplotipos y 3) la distancia genética interespecifica mayor que la intraespecifica,
puede determinarse la validez del perfil génetico 16S rRNA como co6digo de barras de

DNA para la especie M. huascatri.
7.9. M. huascari: una especie promisoria del biocomercio

Como ya se menciond, la caracterizacion genética de especies de importancia
ecolégica y comercial es vital pues permite su identificacién y diferenciacién de otras,

en especial si se trata de especies nativas y/o endémicas. Tal es el caso de un grupo
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de moluscos gastrépodos de Chile, estudiados por Aguilera-Muioz et al. (2009),
quienes analizaron las secuencias de cuatro especies nativas y dos exéticas de
moluscos acuicolas, principal recurso marino cultivado y comercializado en ese pais,
los cuales a pesar de su importancia, presentaban escasos estudios a nivel molecular.
Este trabajo permitié analizar la divergencia entre las secuencias de los genes
empleados (16S rRNA, COI, ITS1-5.85- ITS2 rDNA), establecer las relaciones
filogenéticas de las seis especies analizadas, asi como agruparlas en familias,

proporcionando las bases que permitan su certificacion a nivel comercial.

La presente tesis permite considerar a la especie M. huascari como promisoria del
biocomercio, debido a las diferentes propiedades que comparte con otros miembros de
su familia, los cuales han sido materia de diversos estudios. Entre éstas, destacan las
propiedades nutricionales, pues segun estudios realizados en algunas especies de
Megalobulimus (M. capillaceus, M maximus, M. oblongus), la carne de estos
gastropodos presenta alto contenido de minerales y proteinas, asi como un escaso
contenido en grasa y colesterol (Ramirez y Caceres, 1991; Romairone, 2002). Asi
también, las propiedades medicinales de estos caracoles han sido aprovechadas por
las comunidades nativas a lo largo de los afos para curar afecciones respiratorias, y
en la actualidad, este conocimiento se ha extendido de tal forma que en diversas
publicaciones se reconoce a estos especimenes como potenciales remedios usados
en medicina tradicional en Latinoamérica para contrarrestar enfermedades como el
asma (Alves y Alves, 2011). Asimismo, a juzgar por lo observado en las salidas de
campo, cabe considerar que la especie podria ser altamente cultivada con una baja
inversion inicial, actividad que junto a su ya caracterizada diversidad genética
registrada en la presente tesis, impulsarian los esfuerzos por consolidar a esta especie
en el biocomercio. A esto se le suma que en la actualidad hay una demanda creciente
de moluscos terrestres en Espania, Francia, Italia y otros lugares del mundo (Martinez,

2002; Rodriguez, 2006). Razones por las cuales, el cultivo y la comercializacion de M.
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huascari podrian convertirse en una atractiva nueva actividad econémica en nuestro
pais. Actividad econdmica que ya contaria con una certificacién comercial a nivel

molecular, gracias al desarrollo de esta tesis.
7.10. Implicancias en conservacion

En la actualidad, la tasa de extincion de especies es una de las mayores en la historia
de nuestro planeta (Lawton & May, 1995). Esta pérdida de diversidad biolégica es
preocupante, ya que la biodiversidad tiene importantes beneficios para la humanidad
(Balmford et al.,, 2002). A pesar de las numerosas acciones encaminadas a evitar la
progresiva pérdida de especies, aun son relativamente escasos los esfuerzos de
conservacién sobre la fauna invertebrada, siendo que esta supone aproximadamente
el 97% de la diversidad de especies conocidas, y cumple un importante papel en los
ecosistemas (Nee, 2004). Dentro de los invertebrados, los moluscos son el grupo
animal que registra el mayor nimero de extinciones documentadas, con los moluscos
terrestres mostrando el mayor descenso poblacional en los ultimos afos (Lydeard et

al., 2004).

M. huascari, un caracol endémico de la Selva Central del Peru, cuyo habitat se
restringe a zonas de mayor altitud, sobre los 1400 msnm, cumple importantes
funciones al ser un importante eslabon de la cadena tréfica, incluyendo al ser humano

como uno de los depredadores, el cual se beneficiaria de su conservacion.

Las principales amenazas que sufre esta especie son: la destruccion de su habitat
generado por actividades humanas como la deforestacién, expansién de las zonas
urbanas y campos de cultivo, actividad ganadera, asi como la construccion de
carreteras, lo cual ha venido alterando la dindmica natural de los bosques. En este
sentido, cabe mencionar que en la actualidad, el departamento de Junin posee tan
s6lo un 6% de superficie de bosque, siendo el resto de area destinado a la agricultura,

zonas residenciales, comerciales, industriales, de proteccién, entre otros (INDECI,
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2007). Por otro lado, el calentamiento global puede modificar los ciclos de actividad e

incrementar la mortandad de los ejemplares inmaduros de esta especie.

Finalmente, cabe destacar la accién directa del ser humano, mediante la recoleccion
de ejemplares con fines gastronémicos y ornamentales. Actividades que han venido
siendo desarrolladas desde hace siglos, como sucede con las familias nativas de las
comunidades ashaninkas, las cuales recolectan y consumen caracoles para balancear
su dieta, ya que estas son fuente de proteinas (INRENA, 2002). Cabe mencionar que
el empleo de caracoles por los antiglios peruanos no sélo se hallé restringido a las
zonas de Selva sino también se extendié a zonas de la Costa del Pera, afirmacion
sustentada en evidencias registradas por Shadi (2006), quien hall6 restos de caracoles
pertenecientes al género Megalobulimus durante sus investigaciones realizadas a la

ciudadela de Caral en Lima.

Actualmente, M. huascari no estd considerada dentro de ninguna lista de especies
protegidas. El presente estudio considera que deben tomarse acciones inmediatas que
permitan orientar a la poblacién sobre el uso sustentable de esta especie, a fin de

preservar su diversidad genética y minimizar los posibles riesgos de extincion.

La presente tesis ha permitido mostrar la forma en que la especie Megalobulimus
huascari se halla estructurada tanto a nivel genético como poblacional, conocimientos
que aportan a su identificacién y diferenciaciéon de diversas especies, lo cual permitira
no solo optimizar las medidas relacionadas a su conservacion y uso sustentable, sino
también certificar a la especie dentro del biocomercio. Por otro lado, debe destacarse
gue desconocemos si las poblaciones de M. huascari estan creciendo, se encuentran
estables o0 en declive. Y este es un primer punto que tendriamos que resolver para
poder actuar de manera precisa ya sea en busca de su conservacion o introduccion

en el biocomercio.
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8. CONCLUSIONES

La especie M. huascari forma un grupo monofilético estructurado en dos linajes

(Linaje Ay Linaje B).

La alta diversidad haplotipica y baja diversidad nucleotidica en las poblaciones de

Megalobulimus huascari son atribuidas a una reciente expansion poblacional.

Las poblaciones del linaje A representarian el centro de distribucion génica en M.

huascari.

La orogénesis de la Cordillera de los Andes ha influenciado la evolucién de la especie

M. huascari.

M. huascari posee un perfil 16S rRNA caracteristico, que permite diferenciarlo de

otras especies y que puede ser empleado para su identificacion.
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