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RESUMEN

Actualmente se acepta la presencia de dos taxones del género Pomacea en
México: Pomacea flagellata y Pomacea catemacensis. La taxonomia de los
pomaceos es confusa y se ha basado principalmente en caracteres
conquilioldgicos, sin incluir caracteres moleculares. La herramienta del cédigo de
barras genético utiliza un fragmento del gen mitocondrial de la subunidad | de la
Citocromo C Oxidasa para realizar determinaciones taxondmicas y evaluar la
variabilidad genética inter e intraespecifica en animales. En este trabajo se
obtuvieron cdédigos de barras genéticos para 18 ejemplares de caracoles
provenientes de los estados de Veracruz, Tabasco y Chiapas. En los analisis del
vecino mas cercano (Neighbor Joining) e inferencia filogenética (Parsimonia vy
Maxima Verosimilitud) Se obtuvieron cinco grupos: dos incluyen individuos de
Tabasco (grupos A y B), otro a ejemplares de Chiapas-Panama (grupo C) y el
ultimo a Veracruz (grupos D y E) con una distancia genética de 3.89% a 8.47%
entre los grupos. En los resultados de este estudio no se recupera a Pomacea
flagellata como un grupo monofilético, asi como se amplia la distribucién de P.
catemacensis a Laguna Escondida, Veracruz. Se utiliz6 el método ABGD
(Automatic Barcode Gap Discovery) para obtener agrupaciones mas sélidas y
corroborar las agrupaciones realizadas por el método de distancias genéticas.



INTRODUCCION

Delimitacién de especies

A pesar de los mas de 250 afios de clasificaciéon taxondmica y de las mas de
1,2 millones de especies descritas, se estima que aproximadamente el 86%
(~7,5 millones) de las especies existentes en la Tierra son aun desconocidas
para la ciencia (Mora et al., 2011). Algunas estimaciones sugieren que el niumero
total de especies podria oscilar entre 3 y 100 millones (May, 2010). Con el
avance en las técnicas de biologia molecular y el acceso a nuevas herramientas
de procesamiento de datos y andlisis de los mismos, es cada vez es mas factible
tener mayor y mejor conocimiento sobre la riqueza biolégica en su totalidad
(May, 2010). Para tener un mejor conocimiento sobre la biodiversidad, un
problema fundamental es el disefio de herramientas analiticas para la
delimitacién de especies, principalmente cuando estas pertenecen a un mismo
linaje y la interpretacién de los datos puede dar resultados diferentes
dependiendo de la forma de analisis (Sites y Marshall, 2004).

Debido a las dificultades propias de la delimitacidn de especies, se requiere
que el problema sea evaluado desde perspectivas multiples y complementarias
(Padial y De la Riva, 2007). La denominada “Taxonomia integrativa” busca
analizar la validez de las especies, las cuales son concebidas como hipétesis e
intenta delimitarlas a partir de complementar conceptos y métodos basados en
diferentes tipos de caracteres, como lo son: morfoldgicos, moleculares,
fisiolégicos, etoldgicos, entre otros (Avise, 2000; Sites y Marshall, 2003).
Buscando con esto el desarrollo de estudios en sistematica y taxonomia que se
respalden en diferentes e independientes tipos de caracteres y no
exclusivamente en los morfolégicos, evitando que solo se delimiten
morfoespecies (Padial y De la Riva, 2007). Actualmente, el uso de la Taxonomia
molecular como complemento a los estudios tradicionales es practica comun,
este tipo de herramienta se ha vuelto importante, aunque no exclusiva, en la
delimitacién de especies (Avise y Ball, 1990).

Algunos de los problemas de la taxonomia no surgen solamente de los



métodos disponibles y de los tipos de caracteres utilizados, sino también del
concepto de especie utilizado, un debate nunca terminado (Padial y De la Riva,
2007). Siempre que el concepto de especie empleado reconozca y delimite el
resultado del proceso de especiacién, estaremos ante grupos naturales, de lo
contrario, la agrupacién resultante tendra una inclusién parcial o incluira a
organismos que no pertenecen a la misma entidad evolutiva (Ward, 1998).

Aun cuando los métodos de reconocimiento y delimitacién de especies estén
basados en la inferencia de especiacién, estos pueden resultar en la inferencia
de grupos que no son un fiel reflejo de las unidades evolutivas existentes al no
considerar mas de una presion selectiva, como lo es el flujo génico y la deriva
génica (Flores, 2007). Esto se ejemplifica en los problemas que se describen a
continuacién:

Homoplasias en los caracteres analizados, ya sean morfoldgicos, conductuales,
fisioldgicos, bioquimicos, o en marcadores moleculares. Esto sucede en los casos
en que los estados de caracter no son provenientes de un ancestro en comun (Li,
1997). Un ejemplo son las convergencias evolutivas en el fenotipo, donde los
caracteres convergen en forma y funcién independientemente de la relacién
ancestro-descendiente. De igual manera, los marcadores moleculares pueden
experimentar convergencias evolutivas, ademas de evolucién paralela vy
reversiones a estados ancestrales (Li, 1997).

El aislamiento reproductivo entre especies no presenta limites estrictos.
Pueden existir especies con flujo génico entre si (reproduccién sexual
desacoplada), el cual permanece aun cuando la variacién genética y el
aislamiento geogréfico sea grande (Taylor et al., 2000). El concepto biolégico de
especie pierde funcionalidad al analizar poblaciones en proceso de divergencia,
entre las que puede existir flujo génico que origine hibridos (Rieseberg, 1997).

Un marcador molecular puede en algunos casos no ser representativo de la
filogenia de la especie. Un arbol filogenético de especies contiene arboles mas
pequefios que descienden dentro de sus ramas: los arboles de genes. Se espera
gque exista congruencia entre un darbol de especies y un arbol de genes
muestreados de estas especies, pero esto no es una regla ya que la evolucién de
un gen puede ser diferente a la evolucién de las entidades bioldégicas (Maddison,
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1997).

El uso de un solo marcador molecular en la inferencia filogenética puede
presentar problemas adicionales, si este locus presenta una segregacién de
polimorfismos ancestrales (polimorfismos interespecificos) podria arrojar una
reconstruccidon filogenética incorrecta. Esta segregacién hace referencia a los
alelos que permanecen en la poblacién aun después de la especiacion, al
delimitar los grupos podria integrar a organismos que no pertenecen a la misma
entidad evolutiva (Wu, 1991; Templeton, 2001).

Los problemas a los que nos podemos enfrentar al analizar la delimitacién de
especies pueden variar por muchos factores, como lo son los tipos de caracteres
a utilizar en el andlisis, los conceptos de especie y los métodos utilizados (Flores,
2007).

Cdédigo de barras genético
Herramienta de Taxonomia molecular

Los analisis genéticos permiten la identificacion de formas de vida a través del
andlisis de secuencias de ADN cortas y altamente variables (Kurtzman, 1994;
Wilson, 1995). El analisis de secuencias de ADN puede ser muy Uutil en la
determinaciéon y delimitacion de especies, ya que las distancias genéticas en las
secuencias son mas bajas entre los individuos de una especie que entre especies
estrechamente relacionadas (Moore, 1995; Avise y Walker, 1999; Hebert, et al.
2003b). Las distancias genéticas son sistemas de medida que reflejan la similitud
entre poblaciones o especies asumiendo a priori 0 no un supuesto evolutivo
(Demarchi, 2009).

Hebert et al. (2003a) propusieron el "Cédigo de barras genético” (o Barcoding
en inglés) con el objetivo de generar un inventario de secuencias cortas de ADN
mitocondrial en animales, buscando gestionar la riqueza de especies e identificar
cualquier ejemplar. Para lograr esto, eligieron un fragmento del gen mitocondrial,
el Citocromo C Oxidasa subunidad 1 (COl o COX 1) como marcador para
establecer un sistema de identificacion viable y accesible para investigadores no
especialistas en los distintos taxones (Hebert, et al. 2003a). Al determinar la
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factibilidad de este marcador para establecer la diversidad inter e intraespecifica
en animales, Hebert et al. (2004), propusieron como sistema de delimitaciéon de
especies un umbral donde la variacién interespecifica sea al menos 10 veces
mdas la variacién intraespecifica, nombrandolo “barcode gap”. En 2007,
Ratnasingham y Hebert formalizan el sistema de determinacién y delimitacién de
especies mediante cédigo de barras con la creacidon de The Barcode of Life Data
System (BOLD System), una plataforma bioinformatica que ha desarrollado un
sistema de adquisicién, almacenamiento, analisis y publicacién de datos
relacionados al cédigo de barras de ADN, estableciendo la base de datos del
cédigo de barras genético (Ratnasingham y Hebert, 2007).

El cdédigo de barras genético se concibe como complemento a la taxonomia
tradicional al funcionar con cualquier concepto de especie (Rach, et al., 2008),
ser Util en la tarea de asignar taxondmicamente especimenes no identificados y
al promover la detecciéon y descubrimiento de especies potencialmente nuevas
(Hebert, et al. 2003a). Ademas, puede arrojar luz en el descubrimiento de
especies cripticas (Knowlton, 1993, Jarman y Elliott, 2000), en taxones con
plasticidad fenotipica y variabilidad genética o en los casos en que no existen
claves taxonémicas con base en caracteres morfolégicos para ambos sexos y
para los diversos estadios del ciclo de vida, entre otros problemas (Hebert, et al.
2003a).

La informacién analizada por cédigo de barras genético resulta de gran utilidad
para detectar especies potencialmente nuevas (DeSalle et al., 2005), y permite
la formulacidn de hipétesis para futuras investigaciones en el campo de la
sistematica (Hebert et al.,, 2004). Sin embargo, esta herramienta no pretende
sustituir otros métodos de determinacién y delimitacién de especies, ni mucho
menos a los andlisis de sus relaciones filogenéticas. Por el contrario, busca
producir una herramienta de identificaciéon simple basada en el conocimiento
taxondmico que estd integrada en la biblioteca de referencia de cdédigos de
barras de ADN (Schindel y Miller, 2005) y aplicar este conocimiento en diferentes
campos, como en la biomedicina: en la determinacién de patégenos (Patel et al.,
2008), parasitos (Ferri et al., 2009) y vectores (Ruiz-Lépez et al., 2012); en
estudios de conservacién: al realizar inventarios rdpidos de biodiversidad para
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estudios de impacto ambiental (Hajibabaei et al., 2011) o la identificacién de
plagas (Barr et al., 2009).

Para llegar a conclusiones mas sélidas en la determinacién y delimitacién de
especies empleando el cédigo de barras genético, se recomienda realizar una
recolecta que cubra la distribuciéon geografica del taxén de interés, con al menos
10 individuos por muestra poblacional, para evaluar convenientemente la
variacion a nivel intraespecifico (DeSalle et al., 2005). Sumado a esto,
investigaciones subsecuentes deberian poner a prueba las hipétesis previamente
formuladas involucrando otros tipos de caracteres ya sea morfolégicos,
fisiolégicos o ecolégicos, entre otros (Baker et al., 2003; McGovern y Hellberg,
2003).

Marcador Molecular

En 2005, en la primera reunion del Consortium for the Barcode of Life (CBOL)
se propuso el uso de un fragmento del gen del citocromo “C” oxidasa o “COI"” de
aproximadamente 648 pares de bases como el marcador molecular para dicha
iniciativa (Hebert et al., 2003a). Este marcador fue elegido con base en varias
consideraciones, destacando las siguientes:

e Cuenta con iniciadores (primers) universales y robustos que
potencialmente funcionan en la mayoria de los phyla animales (Folmer
et al., 1994).

e Son raras las inserciones-deleciones (indels) en la secuencia, ya que de
presentarse conducirian a un cambio en el marco de lectura, lo que
genera generalmente mutaciones perjudiciales y deletéreas (Hebert et
al., 2003a).

e Carecen de intrones y tienen exposicién limitada a la recombinacién por
su modo haploide de herencia linea materna (Saccone et al., 1999).

e Sus nucledtidos en la tercera posicion muestran una alta incidencia de
sustituciones (Knowlton y Weigt, 1998), lo que le proporciona una buena
sefal filogenética (Hebert et al., 2003b), permitiendo la discriminacién

no solo de las especies estrechamente relacionadas, sino también de los
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grupos filogeograficos dentro de una sola especie (Cox y Hebert, 2001;
Wares y Cunningham, 2001).

e Tasa de evolucidon molecular mayor que la de otros marcadores, siendo
aproximadamente tres veces mayor que los marcadores ARNr 12S y 16S
(Knowlton y Weigt, 1998).

Los estudios de cédigo de barras de Hebert et al. (2003a; 2004) proponen
calcular los valores de distancia genética utilizando el modelo de evolucién
Kimura 2-parametros (K2P). Este modelo asume dos tipos de sustituciones:
transiciones y transversiones, también asume que las frecuencias de los cuatro
nucleétidos es la misma y que las tasas de sustitucion no varian entre los sitios
(Kimura, 1980). Para generar los filogramas con distancias genéticas entre las
secuencias, Hebert et al. (2003a) propone utilizar el método de Neighbor-Joining
(NJ) usando el modelo de K2P. Este analisis produce un unico filograma, bajo el
principio de evolucién minima (Saitou y Nei, 1987). Se utiliza el modelo evolutivo
K2P porque es relativamente sencillo y el algoritmo de Neighbor-Joining (NJ)
porque realiza un andlisis rapido para grandes bases de datos (Labarque, 2012).

En los Ultimos afos se han utilizado diferentes métodos para poner a prueba
las agrupaciones obtenidas empleando el cédigo de barras, estos en su conjunto
se denominan métodos de descubrimiento, los cuales analizan las agrupaciones
de distancia, ej. Hard-Gap ADN barcoding (Ortiz y Francke, 2016) y Automatic
Barcode Gap Discovery (Puillandre et al., 2012), o bien se proponen grupos con
base en darboles filogenéticos (Ortiz y Francke, 2016), ej. Generalized Mixed Yule
Coalescent (Pons et al., 2006) y Poisson Tree Process (Zhang et al., 2013). Estos
métodos se han popularizado recientemente, sin embargo no deben ser
considerados como la solucién final a los problemas de la taxonomia sino como
un complemento de esta.

El método de agrupaciéon de terminales por métodos de distancias genéticas:
Descubrimiento automatico del intervalo de cédigos de barras (Automatic
Barcode Gap Discovery, ABGD) clasifica las secuencias en “especies putativas”
utilizando un rango de divergencia intraespecifica previamente definida y la

técnica estadistica de analisis multivariado: particién recursiva. Este método
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detecta un umbral entre la variacion intra e interespecifica (Barcode gap), donde
la divergencia entre organismos pertenecientes a la misma especie sea menor
que la divergencia entre organismos de diferentes especies, produce
agrupaciones a nivel de especie a través de la inferencia de la deteccién del
limite y lo aplica recursivamente a los grupos previamente obtenidos para
obtener particiones mas finas hasta que no haya ninguna divisién adicional
(Puillandre et al., 2012).

Debate sobre el uso de Cddigo de Barras Genético

Aunque Hebert et al. (2003a; 2003b) argumentan sobre las virtudes del uso de
un sistema de identificacién basado en el gen COI para todos los animales, se
han expresado ideas contrarias. Los criticos del cdédigo de barras genético
consideran incorrecto que se tomen decisiones taxondmicas con base en la
evidencia aportada por el gen COIl para determinar a todas las especies
(Hickerson et al., 2006; Moritz y Cicero, 2004; Roe y Sperling 2007; Will et al.,
2005). Adn cuando su uso se restrinja a animales, existen limitantes inherentes
al ADN mitocondrial: su herencia uniparental via materna, ya que sélo evidencia
parte de la historia evolutiva de la especie y podria conducir a resultados
erréneos (Lanteri y Confalonieri, 2003). Por lo anterior se critica que no se
analicen de manera complementaria genes nucleares, indagando fendmenos
evolutivos como hibridaciéon interespecifica (Hurst y Jiggins, 2005) y fenédmenos
de introgresiéon, lo que podria resolver complejos de especies o0 especies
ampliamente distribuidas con gran variacién intra e interpoblacional (Markmann
y Tautz, 2005; Saunders, 2005).

Bajo un modelo de especiacién alopatrico, en el que se presenta una area de
hibridacién, el uso de un sélo gen para el descubrimiento de especies, como lo
hace el cédigo de barras, puede producir resultados erréneos los cuales no
expresen los Ultimos tiempos de divergencia, lo que podria falsear la
correspondencia entre poblaciones recientemente aisladas y los linajes
reproductivamente aislados (= especies) sesgando Ila delimitacion vy

determinacion de la rigueza de especies (Hickerson et al., 2006).
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También se ha discutido el utilizar en todos los animales el barcode gap
(Hebert et al., 2004), umbral basado en distancias genéticas que delimita las
especies. Sus opositores consideran que el cédigo de barras no deberia persequir
el objetivo de delimitar especies a partir de célculos generalizados, ni esperar
gue estos calculos sean constantes para los diferentes grupos (Lanteri, 2007).

Por otro lado, el modelo de evolucién K2P no esta fundamentado para este tipo
de analisis. Utilizar el método de Neighbor Joining en lugar de métodos basados
en caracteres (Parsimonia, Méaxima Verosimilitud o Inferencia Bayesiana) se
considera inadecuado por no estudiar los caracteres como tal (Srivathsan y
Meier, 2012).

En sintesis, la tarea cientifica de delimitar todas las especies requiere de un
muestreo exhaustivo, andlisis multilocus con genes nucleares y mitocondriales,
ademas de informacién biolégica detallada y posteriores analisis con otros tipos
de caracteres (Monaghan et al., 2005). Pese a esto, el cédigo de barras genético
ha demostrado ser til en la identificacion de especies en ciertos grupos
taxondmicos, como se ha reportado en peces (Ward et al., 2005), aves (Hebert et
al., 2003b; Kerr et al., 2007), lepidopteros (Hajibabaei et al., 2006) y moluscos
(Cooke et al., 2012; von Proschwitz et al., 2009; Zou et al., 2012). Incluso se han
elaborado propuestas con diferentes marcadores moleculares para la adaptacién
del método a otros grupos como briofitas (Liu et al., 2010), plantas vasculares
(Pawlowski et al., 2012), hongos (Schoch et al., 2012; Pawlowski et al., 2012),
protistas (Kress y Erickson, 2012) y procariontes (Links et al., 2012).

Cdédigo de barras en animales

Salvo algunas excepciones, la divergencia intraespecifica en animales
utilizando genes mitocondriales rara vez es superior al 2% y la mayoria de las
veces es inferior al 1% (Avise, 2000). Hebert et al. (2003b) abordan este
problema examinando la divergencia del gen COIl entre 13,320 especies
pertenecientes a 11 phyla, incluido el phylum Mollusca. Los resultados apoyan el
uso de esta herramienta para discriminar especies estrechamente relacionadas

en la mayoria de los grupos, con la excepciéon de las especies del phylum
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Cnidaria, cuyos miembros mostraron distancias genéticas mas bajas que
cualquier otro grupo, lo cual era predecible al tener tasas de evolucién
mitocondrial excepcionalmente baja (France y Hoover, 2002). La mayoria de las
especies del mismo género analizadas mostraron distancias genéticas entre 2 y
10%, lo que asegura su facil diagnéstico (Hebert et al., 2003b).

En el caso de las especies del phylum Mollusca, Hebert et al. (2003b) reportan
una distancia genética del 11% entre las 1,155 especies de moluscos analizados,
con mas de la mitad de las especies (67.5%) en un rango del 8-16% de distancia
genética (Herbert et al., 2003b).

Diversos investigadores han usado el método de cdédigo de barras en
moluscos, por ejemplo, en los siguientes estudios:

e Delimitacién de especies de gasterépodos del género Pupilla (von
Proschwitz et al., 2009).

e Al analizar las distancias genéticas de la subfamilia Carychiidae
(Weigand et al., 2014).

e Establecimiento del nimero de especies del complejo Clione limacina
(Yamazaki y Kuwahara, 2016).

e En una revisién taxondmica, analizando quitones del género Mopalia
(Kelly et al., 2007), y con los pulpos de aguas poco profundas en Japén
(Kaneko et al., 2011).

e Identificacién de especies de gasterépodos y bivalvos ornamentales en
el monitoreo de la introduccién de especies invasoras y en la captura
excesiva de especies raras (Ng et al., 2016).

e Uso del gen 16S rRNA para la identificacién de especies plaga del
género Arion (Gastropoda) (Barr et al., 2009).

e En trabajos sobre la conservacién del habitat de mejillones del género
Pleurobema, concluyendo que los morfotipos de una regién representan
al menos tres taxones que se creian extintas localmente (Campbell et
al., 2008).

e |dentificacion de distintos estadios de desarrollo, al analizar huevos de

gasterépodos marinos, confirmando las identificaciones al emplear

15



marcadores mitocondriales COIl, 16S y 12S (Puillandre et al., 2009).

e Meyer y Paular (2005) analizaron a los miembros de la familia
Cypraeidae, y encontraron gque la mayoria de los individuos (96% de
estos caracoles) pueden ser identificados usando el Cédigo de Barras
Genético.

 En la implementacion de diferentes herramientas del Cédigo de Barras
para la resoluciéon de clasificaciones problematicas, Zou et al. (2012)
emplearon el sistema de organizacién CAOS-barcoding y el barcode gap
en caracoles del género Nassarius, ademds de datos morfolégicos, vy
determinaron la existencia de 17 especies, cuatro de ellas cripticas,
concluyendo que el empleo del Cédigo de barras basados en caracteres
(CAOS-barcoding) es muy util en la identificacién de especies.

Por ultimo, con respecto a los estudios en los que se utiliza el cédigo de barras
genético en gasterépodos del género Pomacea, Cooke et al. (2012) utilizan este
método en la discriminacién de Pomacea canaliculata de sus congéneres mas
comunes y reportan una distancia genética intraespecifica de 0-5% e
interespecifica de 10% entre Pomacea insularum y P. canaliculata y de 17% entre
P. insularum y Pomacea bridgesii. Ademas reportan una variaciéon intraespecifica
de 0-5% para P. insularum, P. canaliculata y P. bridgesii.

Qiangian et al. (2016) utilizan distancias genéticas y agrupaciones de distancia
con un locus (ABGD) para diferenciar a P. canaliculata y P. maculata, especies
invasoras en China y de gran similitud morfolégica. Los autores reportan una
distancia genética que va de 11.6% a 12.3% entre ambas especies y confirmaron
con el software ABGD estos resultados al recuperar las secuencias de Pomacea
maculata, P. canaliculata, Pomacea lineata, Pomacea dolioides y Pomacea
paludosa como grupos independientes. Ademads, determinaron una variacién
intraespecifica de 0.2-5.3% para P. canaliculata y P. maculata.

Exceptuando los estudios senalados anteriormente, no existen trabajos que
evallen la variedad genética y morfoldgica de las especies del género Pomacea
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y a la fecha no se ha realizado estudios que incluyan especies mexicanas, por lo
cual el presente trabajo busca compensar esta deficiencia e iniciar los estudios

sobre estos organismos desde el punto de vista molecular en nuestro pais.

Grupo de estudio
Generalidades del grupo

Las especies de la familia Ampullariidae, cominmente conocidos como
caracoles manzana por la forma globosa de sus conchas, presentan un par de
palpos labiales en el extremo de la probosis, la cual no es invaginada (Brenes,
1988). Los integrantes de esta familia forman un componente importante en la
red tréfica (Vazquez-Silva, et al., 2011), ademas son de interés en acuacultura
(Coelho et al., 2012), agricultura (Morrison y Hay, 2011), como bioindicadores
(Prado, 2016) y de importancia médica al comportarse como control biolégico
natural de gasterépodos del género Biomphalaria, hospederos intermediarios del
trematodo Schistosoma mansoni (Guimaraes, 1983).

Las especies de la familia incluyen a diez géneros con aproximadamente 120
especies que exhiben una distribucion pantropical (Berthold, 1991). La mayoria
de estas especies pertenecen a tres géneros: Pila, Lanistes y Pomacea. Los siete
géneros restantes son uniespecificos o contienen pocas especies (Hayes et al.,
2015).

Hayes et al. (2009) analizaron las relaciones filogenéticas de la familia
Ampullariidae con base en dos marcadores mitocondriales: 16s y COlI, y tres
nucleares: 18S rADN, Subunidad de histona H3 y Factor de elongacién 1la (EFla)
mediante los analisis filogenéticos de Maxima Verosimilitud, Parsimonia y Andlisis
Bayesiano. Sus estudios sugieren una diversificacién de los taxones del Nuevo
Mundo después de la separacién de Africa y América del Sur. Ademas, reportan
gue de los cinco géneros del Nuevo Mundo Asolene, Felipponea y Pomella son
monofiléticos, mientras que Marisa y Pomacea son polifiléticos.

El género Pomacea incluye a un clado denominado “flagellata” (Fig. 1)
conformado por P. flagellata recolectado en Colombia y P. de Panamd, ademas

del taxén: P. sordida de Brasil (Hayes et al., 2009). Es importante mencionar que
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este el Unico trabajo de sistematica para el género Pomacea y en este no se
incluyen ejemplares de México.

Fig. 1. Sistematica del género Pomacea. Modificado de Hayes et al., 2009.

El género Pomacea incluye 96 especies que se caracterizan por presentar
conchas con aberturas ovales amplias y el ombligo de la concha tipicamente
abierto y bien diferenciado (Vazquez-Silva, et al.,, 2011). Este género se
distribuye de manera natural en el continente americano, desde Estados Unidos
hasta Argentina (Cowie y Thiengo, 2003) (Fig. 2). El género Pomacea ha sido
reportado como exético en Africa, siendo abundante hacia el centro del
continente, asi como en India, Sri Lanka y Tailandia (Perera y Walls, 1996).

Las diagnosis de las especies en el género Pomacea se basa en relativamente
pocos caracteres morfoldgicos de la concha. Algunas especies se han descrito
con base en organismos juveniles o especimenes raros (Rangel-Ruiz, 1988;
Hayes et al.,, 2015), lo que ha generado una taxonomia confusa, en la que
histéricamente se han propuesto diferentes criterios para delimitar especies. Los
limites entre especies pueden ser poco claros en algunos casos, lo que dificulta
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la identificacién de las especies y ha generado una taxonomia confusa segun
Hayes et al. (2015) y Vazquez-Silva et al. (2011).

Fig. 2. Distribucién del género Pomacea en gris. Tomado de Hayes et al., 2015.

Actualmente, Pomacea se considera como el Unico género de la familia
Ampullariidae distribuido en México. Después de diferentes tratamientos
taxondmicos, actualmente se acepta la presencia de dos especies en nuestro
pais: Pomacea flagellata (Say, 1827), comUnmente llamado “tote” en Tabasco o
“tango” en Chiapas (Rangel-Ruiz et al., 2003). Habita desde el norte de Veracruz
a la vertiente del Golfo de México, hasta la peninsula de Yucatan, desciende por
Chiapas y posiblemente Oaxaca, y continla por Centroamérica hasta el Norte de
Colombia (Naranjo-Garcia y Meza, 2000). Y la otra especie Pomacea
catemacensis (Baker 1922), conocido comiUnmente como “tegogolo”, molusco
endémico del lago de Catemaco, Veracruz (Naranjo-Garcia y Garcia-Cubas,
1985).
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La informacién publicada para las dos especies del género Pomacea de México
estd relacionada con su biologia reproductiva (Carredén-Palau, et al., 2003),
estudios cariolégicos (Diupotex-Chong et al., 2004; Diupotex-Chong et al., 2007);
acuacultura (Bombeo-Tuburan et al., 1995; Garcia-Ulloa et al., 2008; Santos-Soto,
1999; Iriarte-Rodriguez, y Mendoza-Carranza, 2016; Amador-del Angel et al.,
2006), importancia econdmica (Vazquez Silva et al., 2011) y en el caso particular
de P. catemacensis, su utilizacién como bioindicador de toxinas producidas por
cianobacterias (Berry y Lind, 2010). A la fecha no existen trabajos de sistemética
para las especies mexicanas (Hayes et al., 2009).

Los caracoles manzana tienen valor cultural en México ya que son
aprovechados de diferentes formas, principalmente como una excelente opcién
alimenticia, siendo las especies de gasterépodos de mayor consumo en Veracruz
y Tabasco desde la época prehispanica hasta nuestros dias. Sus conchas también
se emplean para la preparacion de tortillas, tradicién proveniente de la regién de
Los Tuxtlas, Veracruz (Naranjo-Garcia, 2003). Pomacea catemacensis genera
ingresos econdmicos y fuentes de trabajo al ocupar el cuarto lugar en la
produccidn pesquera en el Lago de Catemaco, Veracruz. En contraste la pesca de
P. flagellata se realiza para consumo a nivel familiar (Naranjo-Garcia y Garcia-
Cubas, 1985; Gonzalez-Soriano, et al., 1997).

Tanto P. catemacensis como P. flagellata son especies anfibias, herbivoras,
dioicas con fertilizacién interna y desarrollo oviparo (Carreén-Palau, et al., 2003).
Sus huevos miden aproximadamente 3 mm de didmetro, tienen una cubierta
calcarea y son depositados fuera del agua en racimos (Negrete-Yankelevich,
1998). Al igual que el resto de los pomaceos, presentan tres estructuras
anatémicas basicas: la concha, el opérculo y la masa visceral. La primera se
caracteriza por ser un caparazén calcareo subgloboso, con una espiral que se
desarrolla hacia la derecha (dextrégiro). El opérculo es una estructura dura,
cérnea y delgada que se presenta en la parte posterior del pie y cuya funcién es
la proteccion ante cambios ambientales y defensa contra depredadores. Por
ultimo, la masa visceral contiene el complejo cabeza-pie, el aparato excretor que
presenta un solo rindn de forma alargada, el aparato digestivo y el aparato
reproductor (Rangel-Ruiz 1988; Rangel-Ruiz et al., 2003).
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Regiones biogeograficas

La distribucién de los taxones mexicanos Pomacea flagellata y catemacensis
se sitla en la regiéon Neotropical (Sclater, 1858), que comprende los trépicos
americanos (Cabrera y Willink, 1973; Morrone, 2001a). La regionalizacién del
Neotrépico que define el area de distribucion de estas especies en México
comprende cuatro niveles jerarquicos basicos (Fig. 3), la subregién Brasilefa
(Blyth, 1871), el dominio Mesoamericano (Savage, 1966), la provincia
Veracruzana (Smith, 1941) con cuatro distritos y la provincia de Chiapas (Smith,
1941) con 6 distritos (Morrone, 2014).

La subregidon Brasilefia se ubica del centro y sur de México, América Central y
noroeste de América del Sur (Morrone, 2014). El dominio Mesoamericano que
abarca el sur y centro de México y gran parte de América Central: Guatemala,
Belice, Honduras, El Salvador y el norte de Nicaragua (Morrone, 2014).

Fig. 3. Regiones Biogeogréficas donde se distribuye P. flagellata y catemacensis. Modificado de Morrone,
2014,

La provincia Veracruzana comprende la costa del Golfo de México, en el este
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de México (Campeche, Chiapas, Hidalgo, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi,
Tabasco, Tamaulipas y Veracruz), ademas de Belice y el norte de Guatemala
(Morrone 2001b, 2006). Las unidades anidadas identificadas y tratados como
distritos dentro de esta provincia son cuatro: bosque caducifolio del norte de
Veracruz, Los Tuxtlas, bosque pluvial sur de Veracruz-Tabasco y valle de Chiapas
(Morrone, 2014).

La provincia de Chiapas comprende el sur de México, Guatemala, Honduras, El
Salvador y Nicaragua; corresponde basicamente a la Sierra Madre de Chiapas, de
500 a 2,000 m de altitud (Morrone 2001b, 2006). Las unidades anidadas
identificadas y tratados como distritos dentro de esta provincia son seis:
Comitanico, Altiplano guatemalteco, Lacandoniense, Montafiero nicaraglense,
Sierra Madrea y Soconusco (Morrone, 2014).

Pomacea flagellata (Say, 1827) (Fig. 4)

Se distribuye desde el norte de Veracruz, a través de la vertiente del Golfo de
México, hasta la peninsula de Yucatan, desciende por Chiapas y posiblemente
Oaxaca, y continta por Centroamérica hasta el Norte de Colombia. Habita lagos,
pantanos, arroyos y cenotes (Naranjo-Garcia y Garcia-Cubas, 1985; Rangel-Ruiz
et al., 2003).

Morfologia: Concha globosa, altura 43-65 mm, diametro 40-55 mm. Color
pardo o pardo-verdoso. Tres a cuatro vueltas, ligeramente aplanadas en la parte
superior. Sutura poco profunda. Ombligo pequeno y profundo. Vuelta del cuerpo
con bandas espirales (Naranjo-Garcia y Meza, 2000).

Concha de espiral dextrégira, las espiras cortas y la ultima vuelta del cuerpo
estd inflada o ensanchada y alargada. Ombligo poco profundo. De 25 a 30
bandas espirales pardas de diferente grosor, no constantes en todas las conchas.
El eje de la abertura se encuentra a unos 16° del eje columelar de la concha. La
abertura tiene aproximadamente tres cuartos de la altura de la concha y es
estrecha y angulada en la parte anterior y redondeada en la parte posterior, por
la continuacién del borde columelar y el borde externo del peristoma, el labio

externo de la abertura es simple. En algunas conchas el peristoma se encuentra
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ligeramente engrosado. El opérculo es cérneo, duro y delgado, concéntrico de
color dmbar y mas pequefio que la abertura, cdncavo del lado externo y presenta
lineas marcadas de crecimiento que se extienden de un nucleo subcentral
(Rangel-Ruiz, 1984).

Fig. 4. Concha de Pomacea flagellata: A) Vista ventral, B) Vista dorsal, C) Vista superior con el eje
columelar en posicién antero-posterior verticalmente; D) Vista umbilical. Barra de escala =5 cm. (Fotos

tomadas de Milldn-Narvéaez, 2012).

Antecedentes taxondmicos: P. flagellata fue descrita por Say (1927) con el
estado de Veracruz como localidad tipo, dando una descripcién muy somera y sin
figuras (Rangel-Ruiz, 1988).

Pain en 1964 propone después de un andlisis puramente conquiolégico, la
existencia de cuatro subespecies de Pomacea flagellata: P. f. erogata (Fischer y
Crosse, 1890) distribuida en algunas regiones de Venezuela y Sureste de
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Veracruz, P. f. dysoni (Hanley, 1854) distribuida en Honduras, P. f. flagellata (Say,
1827) distribuida desde México hasta Colombia y P. f. livescens (Reeve, 1856)
distribuida en las regiones de Tabasco, Chiapas en México y en Lago de Peten en
Guatemala, por lo que, siguiendo a este autor, habria tres presentes en México
(Citado en Rangel-Ruiz, 1988).

Naranjo-Garcia y Garcia-Cubas (1985) analizaron ejemplares de P. flagellata
del este y sureste del pais, sin poder encontrar diferencia en radula o en concha
para justificar las cuatro subespecies propuestas por Pain (1964). Posteriormente,
Rangel-Ruiz (1988) describe la anatomia interna y caracteristicas de la concha de
ejemplares recolectados en la regién de “Los Tuxtlas”, Veracruz, México, en las
localidades Laguna Escondida, El Zacatal y Laguna de Sontecomapan, sugiriendo
gue podria tratarse de la subespecie P. f. flagellata. Ambos estudios remarcan la
necesidad de estudios de anatomia comparada, donde se considere anatomia
interna, radula y opérculo, al igual que analisis de biologia molecular para
examinar el estatus taxondmico y nomenclatural propuesto por Pain (1964).

Pomacea catemacensis (Baker, 1922) (Fig. 5)

Gasterdpodo dulceacuicola endémico del Lago de Catemaco en Veracruz,
México (Naranjo-Garcia y Garcia-Cubas, 1985).

Morfologia: Concha globosa, delgada, altura 30-40 mm, diametro 88-102 mm.
Color café amarillo a verde olivo o marrén oscuro, con 25 a 40 bandas marrones
en la espira. Espira muy baja. Cuatro a cinco vueltas que se expanden muy
rapidamente. Apice algo aplanado (Naranjo-Garcia y Meza, 2000).

Antecedentes taxondmicos: Pomacea catemacensis se describi6 como una
subespecie de Ampullaria patula Reeve 1856, descrita con base al contorno de la
concha y sin establecer una localidad tipo, lo que lo hace una especie dificil de
identificar y delimitar.
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Fig. 5. Concha de Pomacea catemacensis (Barra de escala = 20 mm), A) Vista ventral, B) Vista dorsal, C)
Vista superior con el eje columelar en posicién antero-posterior verticalmente; D) Vista umbilical. E)
Opérculo (Barra de escala = 3 mm). (Fotos tomadas de Milldn-Narvdez, 2012).

Inicialmente, Baker (1922) describe a P. catemacensis como subespecie
(Ampullaria patula catemacensis) tras comparar material del Lago de Catemaco
con dos conchas etiquetadas como P. patula (Reeve, 1856) recolectadas en

México, sin especificar la localidad, y encuentra diferencias en la concha de la
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subespecie en su diametro, y en altura y diametro de la apertura de la concha.
Ademas, Baker (1922) realiza una comparacién con la especie Pomacea
flagellata y describe que la clUspide media del diente central de la radula es
mucho mds grande y no tan puntiaguda en P. catemacensis. Asi como presenta
cUspides laterales mas grandes, mas definidas y con forma de espatula, mientras
que las de P. flagellata son mas cercanas a triangulares. Por Ultimo, P. flagellata
puede o no presentar un labio externo engrosado, mientras que P. catemacensis
lo presenta ligeramente engrosado y con el borde afilado (Baker, 1922).

Posteriormente, Thompson y Hulbert (2011) suben a categoria de especie a P.
catemacensis al no considerar que haya una relaciéon con P. patula.

Comparacion de especies

Diupotex-Chong et al. (1994; 1997) analizaron el cariotipo de P. flagellata y de
P. catemacensis, y reportan complementos haploides n=13 para ambas especies,
mientras que para el resto de las especies del género presentan complementos
haploides n=14 (Hayes et al., 2015). En un estudio cariolégico posterior,
Diupotex-Chong et al. (2007) sefialan que P. catemacensis presenta cromosomas
significativamente mas largos (4.94 um) que cualquier poblacién de P. flagellata
(4.03 um=0.58 SD). Asimismo, mediante analisis electroforético de las proteinas
totales en homogenizado de pie, Diupotex-Chong et al (2007) reportan a todas
las poblaciones de P. flagellata con 17 bandas y a P. catemacensis con 15. Segun
estos autores, las muestras de P. flagellata no se agruparon siguiendo patrones
geograficos, ni mostraron diferencias taxonémicamente Uutiles en los patrones
electroforéticos que confirmen la discriminacion subespecifica propuesta por Pain
(1964).

Carredén-Palau et al. (2003) reportaron diferencias entre P. catemacensis y P.
flagellata en el aparato reproductor masculino, P. flagellata presenta una vaina
en el pene (Rangel-Ruiz, 1988), mientras que P. catemacensis presenta la vaina y
un pliegue del manto en la base del mismo, sin que este pliegue tenga funcién
de vaina, al no tener, ni rodear al canal del pene, semejante al reportado en P.

canaliculata caracterizada por Andrews (1964).
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El aparato reproductor femenino de P. catemacensis, presenta el ovario como
una estructura alargada Unica que rodea a la columela en la zona interna de la
glandula digestiva, por lo que difiere del ovario racimoso que se reporta para P.
flagellata (Rangel-Ruiz, 1988), P. canaliculata (Lopes, 1956a; Andrews, 1964) y P.
lineata (Lopes, 1956Db).

Con respecto al aparato reproductor de P. catemacensis, las hembras producen
la secrecién de albumina y carbonato de calcio en la glandula de la albdmina,
caracteristica en la que difiere de otras especies como P. paludosa y P.
canaliculata, las cuales poseen ademas de la glandula de la albumina, una
gldndula de la capsula (Carredn-Palau, et al., 2003).

En este trabajo, consideramos que existen dos especies del género Pomacea
en México: Pomacea flagellata y Pomacea catemacensis con base en lo
expresado por Naranjo-Garcia y Garcia-Cubas (1985), Carredn-Palau et al. (2003),
Diupotex-Chong et al. (2007) y Thompson y Hulbert (2011).

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la presencia de dos especies del género Pomacea
(Pomacea catemacensis y Pomacea flagellata) en México con base
en secuencias de ADN mitocondrial.

Objetivos Particulares
e Contribuir con el conocimiento general de los pomaceos de México

e Evaluar la diversidad genética de las especies del género Pomacea
en México

e Corroborar las agrupaciones realizadas por el método de distancias
genéticas mediante un método de descubrimiento (ABGD)
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METODO

Localidades muestreadas

Fig. 6. Localidades muestreadas. Con rombo para P. flagellata y estrella para P. catemacensis.

Las muestras de ejemplares del género Pomacea analizadas en el presente
trabajo se recolectaron en 7 localidades distribuidas en los Estados de Veracruz,
Tabasco y Chiapas (Fig. 6). Estas recolectas incluye miembros que por su
distribucion geografica se asignaron a Pomacea catemacensis (endémico de
Catemaco) y Pomacea flagellata (el resto del pais).

Las muestras asignadas a Pomacea catemacensis fueron recolectadas en
diciembre de 2015 en Catemaco, Veracruz. Adicionalmente, ejemplares producto
de la actividad comercial fueron adquiridos diciembre de 2015 en el mercado
central de la Ciudad de Catemaco.

Los individuos asignados a Pomacea flagellata se recolectaron en diciembre de
2015 en las localidades Sontecomapan, Montepio y Laguna Escondida en la
regidon de los Tuxtlas del estado de Veracruz, en las localidades Laguna Llano
Grande y Tabasquillo en Tabasco y en la localidad de Tres Lagunas, Chiapas.
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Ejemplares representativos de cada localidad fueron empleados para la
obtencién de datos moleculares (Tabla 1).

Tabla 1. Ejemplares empleados para la obtenciéon de datos moleculares

N.° de Especie Estadio Localidad Coordenadas
indivi-
duos
2 Pomacea Adulto Catemaco, Veracruz. 18.39943, -95.06764

catemacensis

1 Pomacea flagellata Adulto Sontecomapan, Ver. 18.53016, -95.02604
1 P. flagellata Huevos Montepio, Ver. 18.63555, -95.09638
5 P. flagellata Huevos |Laguna Escondida, Ver. | 18.52105, -95.02673
5 P. flagellata Huevos Llano Grande, Tabasco 17.68222, -93.00222
3 P. flagellata Huevos UMA, Tabasquillo, Tab. 18.36063, -92.72287
1 P. flagellata Adulto Tres Lagunas, Chiapas 16.84328, -91.14712

Obtencién de ADN
Recolecta y fijacion de tejido de las muestras

Los individuos recolectados, asi como los huevos fueron fijados y preservados
en alcohol al 96%. Parte del tejido del pie o una pequefia porcidon de huevos se
empled para la obtencién del acido desoxiribonucléico (ADN) total el cual se
realizé en el Laboratorio de Biologia Molecular de Zoologia (LBMZ, LaNaBio) del
Instituto de Biologia, UNAM.

Extraccion de ADN, reaccion en cadena de la polimerasa y secuenciacion

Para la obtencién de ADN en los ejemplares adultos, se extrajo entre 1 y 2
mm? de tejido muscular de la parte interna del pie. Cada fragmento de tejido se
corté en trozos pequenos para facilitar su posterior digestiéon y se colocaron en
tubos de 1.5 MV con 180 uL de Proteinasa Ky 20 uL buffer de lisis (ATL). Para las
muestras de huevos, se tomo un volumen equivalente.

Se realizé la digestién del tejido y purificacién de ADN siguiendo el protocolo
del DNeasy Blood y Tissue Kit fabricado por QIAGEN®.

De cada muestra se amplificé un fragmento del gen mitocondrial citocromo C
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oxidasa subunidad | (COIl) mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) utilizando los primers LCO1490, 5’ -
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG - 3’ y y HCO2198, 5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA - 3’ (Folmer et al., 1994). La reaccién de PCR
para cada muestra se realizd con 0.12 ul de Tag polimerasa, 3 pl de buffer 5X,
0.2 pl de cada uno de los primers, 2 ul de ADN y se llevé a un volumen total de
15 pl con agua destilada. Los PCR se realizaron en una termocicladora de la
marca ArktikTM Thermal Cycler (TermoFisher Scientific) usando el siguiente perfil
térmico: 3 minutos a 94°C sequido de 10 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a
45°C y 1 minuto a 72°C, con 35 ciclos adicionales de 1 minuto a 94°C, 1 minuto
a 50°C y 1 minuto a 72°C, con una extensién final de 7 minutos a 72°C. El
producto obtenido se visualizé en un gel de agarosa al 1.5% mediante la técnica
de electroforesis usando el pigmento RedGel bajo luz UV, donde se confirmé la
presencia de bandas con un tamano aproximado a 600 pares de bases (pb). Las
muestras se enviaron al Laboratorio de Secuenciacion Gendmica de la
Biodiversidad y de la Salud del Instituto de Biologia, UNAM para su lectura en un

secuenciador de capilares.

Edicion y alineamiento de secuencias

Las secuencias obtenidas se ensamblaron y editaron en el programa Geneious
5.1.7 (Biomatters Ltd. Auckland, New Zealand). Las secuencias consenso se
usaron para realizar una determinacién preliminar mediante su comparacién con
las secuencias disponibles en la base de datos del GenBank
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Visitada el 15-ene-2017) y en BOLD
Systems V3 (visitada el 15-ene-2017) con el fin de descartar secuencias producto
de contaminacién.

Con base en analisis previos (Hayes et al., 2009), se selecciond a Saulea vitrea
como grupo externo al género Pomacea y se construyd una matriz de datos
moleculares con 27 secuencias de COI de otras especies del género obtenidas de
Genbank. Todas las secuencias en conjunto se alinearon con el programa MAFFT
7 (Katoh y Standley, 2013) mediante la interfaz disponible en linea
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(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). La matriz final incluyé 806 caracteres
alineados y 46 secuencias de las cuales 19 secuencias fueron generadas en el
presente estudio (Anexo 1).

Analisis de Distancias genéticas

Se realiz6é un andlisis de vecinos mas cercanos o Neighbor Joining (NJ) (Saitou y
Nei, 1987), se calcularon las distancias genéticas pareadas con base en el
modelo de sustitucién de Kimura 2-pardmetros (K2P) en el programa PAUP 4.0
(Swofford, 2003). La informacion se exportd a una hoja de célculo para
promediar las distancias genéticas por cluster.

Agrupaciones de terminales por distancias (ABGD)

Se utilizé el método de agrupacidon de terminales por métodos de distancias
genéticas: ABGD (Puillandre et al., 2012) para confirmar los grupos obtenidos por
cédigo de barras genético. Este analisis se realiz6 usando como variante las
distancias obtenidas bajo el modelo de evolucién Kimura 2-parametros con
opciones predeterminadas (Pmin: 0,001, Pmax: 0,1, pasos: 10, Nb bins: 20). El
ancho relativo de la separacién (X) se evalud a incrementos de 0,1 hasta 1 qué
es el valor en el que sélo se recupera un grupo
(wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/, 15-feb-2017). Como los valores bajos de X
producen resultados en los que se recuperan mas grupos (una sobre estimacion
del nimero de grupos) se consideraran consistentes los resultados con valor de
X que recuperen a las secuencias de P. diffusa, P. bridgesi, P. maculata, P.
insularum, P. doloides, P. caniculata, P. scalaris, P. paludosa, y P. haustrum como

clusters respectivos.

Analisis Filogenético

Los analisis filogenéticos se realizaron con base en dos criterios: parsimonia y
maxima verosimilitud. El andlisis de parsimonia (P) se realizé con el programa

TNT (Goloboff et al., 2008) usando 20 réplicas con adicion aleatoria de taxones y
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el método de biseccion y reconexidn de arboles (Tree bisection-regrafting, TBR).
Se obtuvieron valores de bootstrap mediante 100 pseudorréplicas de busqueda
tradicional en el mismo programa.

Los andlisis filogenéticos basados en el criterio de maxima verosimilitud (MV)
se obtuvieron con el programa RAxMV versiéon 7.2 (Stamatakis et al., 2008)
utilizando el modelo de sustitucion GTR+GAMMA. Una topologia generada al azar
fue usada como arbol de inicio y se calcularon valores de soporte mediante el
algoritmo de Rapid Bootstrap con 1000 pseudoréplicas (Sullivan y Joyce, 2005).

RESULTADOS

Determinacién taxondmica con herramientas moleculares

Mediante las interfaces en linea de GenBank y BOLD Systems se obtuvo la
determinacién preliminar de las secuencias obtenidas en el presente trabajo. Los
resultados obtenidos tanto con GenBank como con BOLD systems muestran a la
secuencia de P. (Cédigo de Gen Bank: FJ710326) de Panamdé como la secuencia
con mayor porcentaje de identidad con respecto a las secuencias problema. Las
secuencias obtenidas en este trabajo y asignadas preliminarmente a P
catemacensis presentan un porcentaje de identidad de 93-94% con respecto a P.
. De igual forma, las muestras generadas y asignadas a P. flagellata de las
localidades de Tabasco muestran una identidad del 92% y las muestras de
Veracruz muestran un 93-94% de identidad con respecto a P. respectivamente.
Para la muestra recolectada en Chiapas la identidad con respecto a P. es del
99%.

Analisis de Distancias

El fenograma obtenido por el método del vecino mas cercano (Neighbor
Joining, NJ), asi como las distancias genéticas obtenidas con el modelo de
evolucion Kimura 2P entre algunos de los grupos (clusters) encontrados se
muestra en la Fig. 7.
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Con respecto a las secuencias generadas en este estudio, todas ellas
conforman un cluster incluyendo a P. de Panama (FJ710326), la cual se encuentra
mas proxima a la secuencia asignada a P. flagellata de Chiapas, México (T70).
Pomacea flagellata de Colombia (FJ710327) no se agrupa con ninguna de las
muestras de México asignadas a esa especie y presenta una distancia genética
de 16.11% con respecto a las secuencias aqui obtenidas.

El grupo conformado por las secuencias de pomaceos de México se conforma
por cinco clusters, dos incluyen muestras de Tabasco (cluster A y B), otro a
muestras de Chiapas-Panama (cluster C) y otro a muestras del estado de
Veracruz (cluster D y E) (Fig. 7).

La distancia entre la totalidad de las secuencias de México y la de P. de
Panama es de 5.93%. Al comparar las distancias genéticas entre clusters se
encontré la mayor distancia genética es del 8.76% entre Chiapas-Panama
(cluster C) y el cluster A (Tabasquillo, Tabasco) (Tabla 2).

Tabla 2. Distancias Genéticas entre clusters de pomaceos en México-Panama.

Catemaco-Laguna

Grupo (o Cluster) |Tabasquillo, Tabasco |Llano Grande, Tabasco | Chiapas-Panama ERTRERENg Y.

Llano Grande,
Tabasco 7.24%
Chiapas-Panama 8.76% 8.29%
Catemaco-Laguna
Escondida, Veicruz 8.32% 6.86% 6.35%
Resto de Veracruz
(Sontecomapan,
Laguna Escondida y
Montepio)

8.47% 8.02% 6.61% 3.89%
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Fig. 7. Filograma obtenido por Neighbor Joining. A la derecha se muestran las distancias genéticas para

las especies P. catemacensis, P. flagellata, P. paludosa, P. diffusa, P. haustrum, P. scalaris, P. canaliculata, P.
doloides y P. maculata. Cluster A: Tabasquillo, cluster B: Llano Grande, cluster C: Panama-Chiapas, cluster D:

Catemaco-Laguna Escondida, Ver., cluster E: Lag. Escondida, Montepio y Sontecomapan.
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Agrupaciones de terminales por distancias (ABGD)

Los resultados obtenidos por el software ABGD se muestran en la Fig. 8, en las
columnas a-e. Se considera agrupacién valida al resultado que recupere a las
especies nominales: P. doloides, P. caniculata, P. scalaris, P. paludosa, y P.
haustrum. Se observd que P. diffusa, P. bridgesi, P. maculata y P. insularum son
secuencias problematicas, probablemente mal identificadas, asi que se
consideraron como dos especies: P. diffusa-P. bridgesi y P. maculata-P. insularum.
Por tanto, en este estudio se trabajo con 7 especies nominales.

Para fines comparativos, se muestran los resultados de valores extremos de X
en los que se sobre y subestima el nUmero de especies en México.

Las columnas ¢ y d que recuperan respectivamente 4 y 5 especies para
México, son los resultados aceptados para ABGD al recuperar las 7 especies
nominales. Las 5 agrupaciones obtenidas en la columna d corresponden a los
grupos obtenidos por NJ e inferencia filogenética.

La columna a y b recuperan 4 de las 7 especies nominales y 6-5 especies,
respectivamente, para México. Por dltimo, la columna e recupera 2 especies

nominales y agrupa a todas las secuencias problema como una sola especie.
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Analisis filogenético

El andlisis de Parsimonia (P) origind 2 arboles igualmente parsimoniosos con
una longitud de 1066 pasos. En el arbol de consenso estricto (Fig. 9) se muestran
los valores de soporte de ramas de bootstrap mayores a 75.

El arbol obtenido por Méxima Verosimilitud (MV) (Fig. 10) fue generado
empleando el modelo de sustitucién GTR+GAMMA, y el drbol 6ptimo tiene un log
-5064.7647822.

Las hipétesis filogenéticas del género Pomacea obtenidas mediante los
métodos de Parsimonia y Maxima Verosimilitud en general son congruentes entre
si. En los dos arboles, las muestras de México, mas la muestra de P. de Panama
se agrupan en un clado bien soportado (bootstrap en P de 94 y MV de 91).

Ambos analisis muestran a los ejemplares de Tabasco formando un grupo,
pobremente soportado en Parsimonia y con un valor de Bootstrap de 89 en MV.
Esta agrupacion a su vez esta formada por dos clados, el clado A conformado por
muestras de Tabasquillo (bootstrap en P de 100 y MV de 99) y el clado B por
muestras de Llano Grande (bootstrap en Py MV de 100).

En los dos andlisis el clado C esta conformado por P. de Panama y la muestra
asignada P. flagellata de Chiapas (bootstrap en P de 97 y MV de 96).

Las muestras recolectadas en Veracruz forman dos clados: clado D por
muestras de Catemaco y Laguna Escondida (bootstrap en P de 96 y MV de 98) y
el clado E que agrupa muestras de Sontecomapan, Montepio y Laguna Escondida
(bootstrap en P de 99 y MV de 99).

Las relaciones entre los clados para ambos analisis no es congruente ya que

las posiciones relativas en el arbol cambian entre ambos métodos.
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Fig. 9. Arbol consenso de los dos arboles mas parsimoniosos, soporte de ramas mediante Bootstrap
mayores a 75%. Clado A: Tabasquillo, clado B: Llano Grande, clado C: Panama-Chiapas, clado D: Catemaco-

Laguna Escondida, Ver., clado E: Lag. Escondida, Montepio y Sontecomapan.
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Fig. 10. Filogenia obtenida por Maxima Verosimilitud. Se sefialan en los nodos Unicamente aquellos con
valores de bootstrap mayores a 75. Clado A: Tabasquillo, clado B: Llano Grande, clado C: Panama-Chiapas,
clado D: Catemaco-Laguna Escondida, Ver., clado E: Lag. Escondida, Montepio y Sontecomapan.
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DISCUSION

En el presente estudio los métodos utilizados para delimitar especies y los
andlisis de inferencia filogenética contradicen la existencia de dos especies para
el género Pomacea en México, como se considera actualmente, sugiriendo la
existencia de cinco especies en nuestro pais que muestran cierta congruencia
con su distribucidon geografica. En ningln caso se recupera a Pomacea flagellata
como grupo monofilético y se amplia la distribucién de P. catemacensis a Laguna
Escondida, Veracruz.

Al interior de cada uno de estos cinco clusters la distancia genética no supera
el 1% lo que sugiere un aislamiento genético y, por tanto, reproductivo respecto
a los demas grupos. Este valor se encuentra dentro de lo reportado por Qiangian
et al., (2016) quienes determinaron una variacion intraespecifica de 0.2-5.3%
para P. canaliculata y P. maculata, y lo reportado por Cooke et al., (2012) del O-
5% para P. insularum, P. canaliculata y P. bridgesii.

Las agrupaciones A y B (Tabasquillo y Llano Grande, respectivamente) son
grupos hermanos en todos los andlisis con una distancia genética del 7.24%, un
porcentaje alto a pesar de pertenecer a localidades geograficamente cercanas.

El grupo C esta conformado por el ejemplar recolectado en Chiapas y por la
secuencia correspondiente a P. patula de Panamd (FJ7110326). El ejemplar
mexicano de este grupo, pertenece a la provincia biogeogréafica de Chiapas, por
lo gue la Sierra Madre de Chiapas podria ser la evidencia geografica que explique
la divergencia de este linaje con respecto al resto de pomaceos en México, ya
gue es el Unico grupo que pertenece a otra entidad biogeogréafica en el pais
(Morrone 2001b, 2006).

Por dltimo, las muestras de Veracruz forman dos grupos (D y E) en los cuales el
patrén geogréafico es mas complejo al presentarse en la localidad de Laguna
Escondida miembros pertenecientes a los dos grupos. A pesar de que los
métodos de inferencia filogenética y el andlisis de distancias coinciden en la
conformacién de cinco grupos la relaciéon entre ellos no estd clara ya que los
métodos postulan diferentes relaciones. Esto se debe a que Unicamente se
emplea un marcador molecular para estos analisis, por lo que se requiere
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incluirse otras fuentes de informacién para generar una hipétesis filogenética
mas sélida.

Los dos ejemplares asignados a Pomacea catemacensis con base en su
distribuciéon geogréafica aparecen en un solo grupo (grupo D), sin embargo, este
no esta restringido a las formas de Catemaco ya que dos muestras de Laguna
Escondida se agrupan en el mismo, revelando que la distribucién de este clado
se amplia a la localidad de Laguna Escondida, Veracruz. Es importante notar, que
a pesar de que el muestreo es reducido, en la localidad de Catemaco solo se
distribuye una especie de Pomacea, la cual pudo haberse dispersado a Laguna
Escondida, sin embargo, este patrén necesita ser investigado con la inclusién de
mas muestras y de otros estudios que involucren caracteres moleculares,
fisiolégicos y morfoldgicos.

Por otro lado, y trantdandose de una correcta identificacién taxonémica del
ejemplar P. patula de Panama (FJ7110326) en ninguno de los analisis es
agrupada con P. catemacensis, lo que aporta argumentos a que nunca hubo
relacién entre estos taxones como lo indica Thompson y Hulbert (2011). De esta
manera, los ejemplares de Tres Lagunas, Chiapas parecen ser los Unicos
realmente pertenecientes al grupo P. patula, por lo que la nomenclatura para P.
patula requiere ser revisada.

En un esfuerzo por corroborar las agrupaciones realizadas por el método de
distancias genéticas y obtener agrupaciones mas sdélidas, se utilizé el método
ABGD al mostrar éxito en la corroboracién de agrupaciones realizadas por Cédigo
de Barras en Pomacea canaliculata y P. maculata (Qiangian et al 2016). Este
método utiliza matrices de distancia como datos de entrada para calcular una
brecha (gap) entre la variacion intraspecifica e interespecifica y crea grupos a
partir de este valor. En este caso, se tomaron como referencia las secuencias de
otras especies del género y se acepté como valido el resultado que recuperara
mdas especies nominales. En la Fig. 8 se observa que las columnas ¢ y d son los
resultados que recuperan las siete especies nhominales utilizadas en el estudio, lo
gue resulta en 4 o 5 especies putativas para México, que corresponden a los
cluster descritos en el andlisis de Neighbor Joining e inferencia filogenética,
demostrando que existe evidencia en los datos para aseverar que cada uno de
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estos grupos comparte un acervo (pool) genético y que sus integrantes son
genéticamente mas similares entre ellos que con los demds grupos.

La secuencia correspondiente a P. flagellata de Colombia (FJ710327) no se
agrupa con las muestras de México presentando una distancia genética del
16.11%, superior al umbral reportado por Hebert (2003b), por tanto, de tratarse
de una correcta identificacién taxonédmica del ejemplar debe considerarse como
una especie distinta a los pomaceos distribuidos en México.

CONCLUSION

e El método Barcode Gap y el método ABGD sugieren la presencia de cinco

especies para el género Pomacea en México.

e Las herramientas del cddigo de barras, asi como los métodos de inferencia
filogenética empleados en este estudio amplian la distribucién del taxén
Pomacea catemacensis a Laguna Escondida, Veracruz.

¢ Al interior de cada uno de los cinco grupos (clusters) la distancia genética

no supera el 1% lo que sugiere un aislamiento genético entre los clusters.

*El método ABGD mostré con éxito la corroboracién de agrupaciones

realizadas por Cddigo de Barras en P. flagellata - P. p. catemacensis.

eAsi como P. flagellata y P. catemacensis las especies P. insularum, P.
maculata, P. diffusa y P. bridgesii requieren estudios mas detallados de

taxonomia molecular tomando en cuenta la totalidad de su distribucion.

e Considerando correcta la identificacién taxonédmica de P. flagellata de
Colombia (FJ710327), presenta una distancia genética del 16.11% con el
resto de P. flagellata-P. catemacensis lo que indica la necesidad de analizar
mas ejemplares de P. flagellata con distribucion centro y sudamericana.
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Anexo 1

Especie Cddigo de GenBank Localidad
Saulea vitrea FJ710301 Swangeh, Sierra Ledn
PP. papyracea FJ710328 /Amazonas, Brasil
P. paludosa KM612221 Ubicacion no proporcionada
P. paludosa EUS528477 Ubicacién no proporcionada
P. guyanensis FJ710321 Para, Brasil
P. glauca FJ710323 Giiigiie, Venezuela
P. bridgesi EU528574 Ubicacion no proporcionada
P. bridgesi DQ093524 Ubicacion no proporcionada
P. diffusa KU318327 Ubicacion no proporcionada
P. diffusa EF515073 Brasil
P. haustrum EU528592 Florida, USA
P. haustrum EF515062 Florida, USA
P. scalaris EU528585 Ubicacién no proporcionada
P. scalaris EU528577 Ubicacion no proporcionada
P. scalaris FJ710316 Mato Grosso, Brasil
IP. camena EF515059 Memo, Venezuela
P. canaliculata AB433774 Ishigaki, Japon
P. canaliculata AB433768 Japon
P. dolioides EU528565 Ubicacién no proporcionada
P. dolioides FJ710312 Roraima, Brasil
P. insularum FJ946819 No determinado
P. insularum GU133205 Noroeste Mediterraneo, Europa
P. maculata KR350499 Louisiana, USA
P. maculata KX810826 Texas, USA
P. lineata FJ710311 Rio de Janeiro, Brasil
P. sordida FJ710325 Rio de Janeiro, Brasil
P. patula FJ7110326 Colo6n, Panama
P. catemacensis No Asignado (T08) Catemaco, Ver, México
P. catemacensis NA (T20) Catemaco, Ver, México
P. flagellata FJ710327 Magdalena, Colombia
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P. flagellata NA (T41) Tabasquillo, Tab, México

P. flagellata NA (T39) Tabasquillo, Tab, México

P. flagellata NA (T40) Tabasquillo, Tab, México

P. flagellata NA (T28) Llano Grande, Tab, México

P. flagellata NA (T29) Llano Grande, Tab, México

P. flagellata NA (T31) Llano Grande, Tab, México

P. flagellata NA (T27) Llano Grande, Tab, México

P. flagellata NA (T30) Llano Grande, Tab, México

P. flagellata NA (T70) Tres Lagunas, Chis, México

P. flagellata NA (T34) Laguna Escondida, Ver, México
P. flagellata NA (T38) Laguna Escondida, Ver, México
P. flagellata NA (T36) Laguna Escondida, Ver, México
P. flagellata NA (T35) Laguna Escondida, Ver, México
P. flagellata NA (T07) Montepio, Ver, México

P. flagellata NA (T37) Laguna Escondida, Ver, México
P. flagellata NA (T02) Sontecomapan, Ver, México
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