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Resumen

Delimitar una especie siempre ha representado una tarea problematica para la
biologia, la especie, a pesar de ser la unidad fundamental en la conformacion
taxondmica, no es facil de definir. La tarea enfrenta una serie de problemas que
inician con que los criterios morfolégicos, a menudo usados para delimitarlas, no

SON Muy precisos.

Con la propuesta de incluir informacion genética se vislumbraba una resolucion del
conflicto en la delimitacién de muchos grupos y una posible definicion del concepto.
Especialmente cuando los trabajos con barcoding y metabarcoding probaron su
efectividad para resolver conflictos en algunos grupos como el reconocimiento de
especies nuevas, de complejos de especies cripticas, la ampliacion de la zona de

distribucion de una especie, entre muchos otros.

Sin embargo, en diversos grupos biolégicos surgieron conflictos, derivados
principalmente de la utilizacion de una sola fuente de informacion: la informacién

genética derivada del mtDNA.

En afos recientes, se ha propuesto la utilizacion de varios tipos de informacion para
resolver los problemas en la delimitacién de las especies (la taxonomia integrativa),
este nuevo acercamiento pretende incluir de manera holistica, informacion de
caracter molecular, datos morfolégicos, morfométricos y ecolégicos. De esta
manera se pretende que los resultados sean mas robustos y, por tanto, mas
confiables, asi estariamos méas cerca de resolver el problema lo que repercutiria

tanto en el manejo como en la conservaciéon de las especies.



Introduccién

La especie, ademas de representar el nivel de integracion basico en la naturaleza y
de proveer las bases para la descripcion de los procesos que operan en ella (p. €j.
Competencia, adaptacidn y especiacion), es una herramienta para caracterizar la
diversidad organica y la unidad basica de las clasificaciones taxondmicas (Coyne &
Orr, 2004). Por tanto, es importante aplicar al concepto de especie (y su
delimitacién), lo mejor de nuestro conocimiento actual (Sites & Marshall 2004). Dado
que el descubrimiento y la descripcién de especies sigue siendo una prioridad
fundamental en la investigacion taxonémica se requiere de una reflexion critica de
la practica actual (Yeates et al., 2011). Tradicionalmente, la diagnosis de especies
se basaba principalmente en la descripcibn y comparacion de caracteres
morfolégicos, sin embargo, con el avance de la tecnologia, el acceso alos genomas
y su caracterizacion, los criterios en la determinacion de especies se han
diversificado (Zachos, 2016). De manera que actualmente en la clasificacion y
categorizacion taxondmica de las especies, se consideran atributos morfoldgicos,
genéticos, de comportamiento y ecolégicos como fuentes de informacion prioritarios
(Dayrat, 2005; Will et al., 2005; De Queiroz 2007; Yeates et al., 2011).

El concepto biolégico de especie, muy Util para delimitar especies simpatricas y
sincrénicas, considera que las especies son grupos de poblaciones naturales,
reales o potencialmente entrecruzables que se aislan reproductivamente de otros
grupos similares (Dobzhansky, 1935; Mayr, 1957; Mayr 1970). Sin embargo, la
consideracion de estos atributos, presenta varios inconvenientes serios. Por
ejemplo, no es aplicable a organismos que presentan reproduccién asexual y
dificilmente en aquellos que alternan tipos de reproduccién durante su ciclo de vida.
Debido a este y otros inconvenientes, en diferentes disciplinas biolégicas se ha
tenido la necesidad de utilizar otros criterios para establecer los limites entre las
especies e incluso se han creado conceptos de especie particulares. Derivado de
esta problematica tenemos que actualmente no existe un concepto de especie
aplicable en todas las disciplinas biolégicas, generando asi confusién al momento

de definir los limites.



Un ejemplo de esta problematica lo encontramos con el concepto sucesional de
especie, usado en paleontologia, donde la imposibilidad de aplicar el concepto
biolégico conduce a la necesidad de solo tomar en cuenta los estadios anagenéticos
arbitrarios de un tipo morfologico (Wilkins, 2006) y no se considera el aislamiento

reproductivo debido a la obvia imposibilidad de demostrarlo.

Desde que se propuso el uso de la informacion genética para evidenciar el proceso
de divergencia entre poblaciones y como herramienta util en las clasificaciones
taxonomicas, la creciente capacidad de secuenciar biomoléculas ha repercutido en
el reconocimiento de las entidades taxondmicas dado que es una manera
relativamente facil y sencilla, asi rdpidamente se ha constituido en una herramienta
fundamental (Tautz et al., 2003). A partir de la década de 1960, la informacion
aportada por distintas técnicas moleculares ha sido empleada en la sistematica; la
separacion por electroforesis y la secuenciacion de proteinas, constituyeron las
primeras estrategias. Una de las primeras proteinas analizadas en los estudios de
sistematica molecular es el citocromo C, una proteina de la cadena transportadora
de electrones. La comparacion de la secuencia de aminoacidos de esta molécula
proveniente de varios organismos, permitié determinar el nimero de residuos
variables en un par de secuencias y construir hipotesis sobre las relaciones
filogenéticas de las especies considerando que cuanto mayor es el numero de
aminodcidos distintos, mayor debe ser el tiempo de divergencia a partir del ancestro
comun. A partir de entonces se han desarrollado una gran cantidad de herramientas
que prometen ser parte de la solucion en cuanto a los criterios para delimitar a las
especies, se ha propuesto, por ejemplo, usar el material genético mitocondrial dado
gue muestra diferencias entre organismos estrechamente relacionados, ademas
que permite la elaboracion de propuestas filogenéticas con organismos

pertenecientes a niveles taxondémicos superiores (Bromham & Penny, 2003).

El DNA contenido en las mitocondrias (mtDNA), presenta un modo materno de
transmision (herencia materna), una alta tasa de mutacion y nula recombinacion.
Estas caracteristicas permiten hacer propuestas en torno a las relaciones dentro de

una especie y entre distintas entidades valorando sus pautas de cambio. Los



polimorfismos del mtDNA se han utilizado ampliamente en analisis filogenéticos y
de diversidad genética, inclusive algunos marcadores de mtDNA han sido Gtiles para

la deteccion de hibridacion entre especies o subespecies (Nijman et al., 2003).

Asi, el genoma mitocondrial, 0 mas especificamente algunos marcadores
contenidos en é€l, se han constituido en los ultimos veinte afios, en una de las
herramientas mas utilizadas en trabajos relacionados con la reconstruccion
filogenética o en la delimitacibn de especies. Particularmente, en el proyecto
denominado barcoding (0o codigo de barras), se buscaron regiones de DNA
presentes en todas las especies y que tuvieran una secuencia de nucleétidos Unica
para cada especie. Asi analizando secuencias de varios organismos se establecio
la regidn del DNA (marcador) util en la determinacién taxonémica. Determinando la
secuencia de esos marcadores y comparandolos con los depositados en las bases
de datos especializadas, es posible asignar la identidad especifica a un organismo
cuando la secuencia de ese marcador presenta similitud entre 97-100% (el limite
varia entre grupos de organismos). Se han identificado diversos marcadores
moleculares para diferenciar otros taxones; es decir, hay marcadores moleculares
Gtiles para el nivel de especie o cepa, mientras que otros son Utiles para otro grupo
taxondémico (género, familia, orden, clase, filo o reino). De esta manera se propuso
utilizar la secuencia de los genes que codifican la citocromo oxidasa | (COI I) en
animales, el espaciador transcrito interno (ITS) (Fajarningsih, 2016), en hongos y la
maturasa K (MATK) y ribulosa bifosfato carboxilasa oxidasa de cadena larga (rcbl)
en plantas (Heckenhauer et al., 2016; Hollingsworth et al., 2009; Hollingsworth et
al., 2011). La comparacion de las secuencias (alineamientos), permite determinar
los porcentajes de variacidn dentro o entre poblaciones, entre especies u otros
grupos y asi determinar indices de divergencia o de diversidad como el nimero de
linajes maternos sin depender de caracteres morfologicos (Hebert, 2003; Zachos,
2016).

A partir de los trabajos pioneros, se han desarrollado alternativas para el tratamiento
de los datos moleculares que pretenden lograr de una manera mas fiable la

delimitacién de las especies. El método llamado PTP (poisson tree processes) es



un modelo que construye y analiza un arbol filogenético enraizado para delimitar los
grupos monofiléticos con base en las sustituciones aportadas por los datos de un
anico locus (16S, 18S o ITS), mientras que el método conocido como GMYC
(generalized mixed yule-coalescent) también considera datos derivados de un locus
pero utiliza un éarbol filogenético ultramérico y otros como el ABGD (automatic
barcode gap discovery) que utilizan los gaps en los cddigos de barras para la
delimitacion de especies. Esto permite eliminar los sesgos que se tienen al delimitar
especies, ya que la construccion y manejo de datos no estaria dada de manera
arbitraria sino delimitada por la sensibilidad de los métodos. (Fujizawa et al, 2013;
Puillandre et al, 2012; Zhang et al, 2013).

Las aplicaciones de estas herramientas en investigacion han sido innumerables,
Hebert y su equipo en el 2003 destacaron las ventajas de este sistema y sugirieron
desarrollar un proyecto llamado sistema global de bioidentificacion (SGB), el que en
su opinion, ayudaria a rebasar los problemas impuestos por la identificacion de
especies con caracteres morfologicos, sin la necesidad de una inversion tan grande

como la de proyectos como el del genoma humanao.

Actualmente se desarrollan muchos proyectos que usan herramientas moleculares,
por ejemplo, el barcoding es una herramienta utilizada ampliamente en la
delimitacién de especies, inclusive se ha implementado una plataforma de acceso
gratuito llamada Barcode of Life Data Systems (BOLD) que consiste en una base
de datos encargada del almacenamiento, andlisis y publicacién de registros de
codigos de barras de DNA (Rathasingham & Hebert, 2007). Estos recursos son
ampliamente utilizados en trabajos de taxonomia molecular, sisteméatica y ecologia
evolutiva, debido a que han ayudado a solventar los problemas impuestos por
fendmenos biologicos tales como la plasticidad fenotipica, la especiacion criptica, la

cuantificacion de la variabilidad y divergencia genética (entre otros).

Los trabajos dedicados a estas areas de la investigacion biolégica se han
beneficiado de otras tecnologias desarrolladas mas recientemente, entre las mas
destacadas estan las técnicas de secuenciacion de alto rendimiento o HTS, las

cuales reducen costos, facilitan la labor de los profesionales que las implementan y,



lo que es mas importante, permiten el estudio en gran escala de la diversidad e
interacciones bioldgicas, lo que en el pasado reciente era complicado (Kennedy et
al., 2020).

Otra herramienta fundamental basada en el andlisis molecular, es el llamado
metabarcoding con DNA ambiental (eDNA). Consiste en la obtencion de material
genético procedente de una muestra de células, tejidos, gametos o desechos de
organismos de una muestra ambiental (suelo, agua, aire o nieve) (Taberlet et al.,
2012) con el cual por medio de PCR se amplifican ciertos marcadores usando
primers o cebadores universales, y produciendo un conjunto de secuencias que
analizadas en plataformas de alto rendimiento nos ayudan a identificar a un grupo
de taxones de manera simultanea. Esta estrategia permite caracterizar la diversidad
de especies con alta eficiencia, ademas evidencia especies poco abundantes,

esquivas y/o en peligro de extinciéon (Bohnmann et al., 2014 Valentini et al., 2009).

El metabarcoding, aunque no es utilizada directamente en la delimitacion de las
especies, ofrece grandes avances, debido a que proporciona datos para cuantificar
la diversidad alfa, beta y la abundancia sin necesidad de otros indicadores
bioldgicos que pueden ser manipulables o no son tan robustos, ademas, su uso en
el biomonitoreo de especies es ventajoso, ya que posibilita la deteccion de especies
cripticas, en algun estadio dificil de identificar o simplemente de usar la informacién
genética de un ejemplar dafiado que no sea posible identificar morfol6gicamente
(Gibson et al., 2015; Ji et al., 2013). En la practica, una de las aplicaciones de este
meétodo ha sido la identificacion de las especies que constituyen la dieta de un
organismo (contenido estomacal), y es especialmente Gtil cuando se trata de dietas
que son muy diversas o0 estdn muy degradadas, de manera que ha sido efectivo
para establecer sus relaciones tréficas de una variedad de organismos (Pompanon
et al., 2011). Esta técnica perfeccionada, en la opinion de algunos como Deiner y
colaboradores (2017), esta en camino de convertirse en la técnica estandar con la
que los futuros profesionistas complementaran los métodos tradicionales y de esta

manera se acelerara nuestro entendimiento de la biodiversidad del planeta.



Finalmente, los protocolos basados en el uso de informacion derivada de analisis
molecular han sido Utiles para resolver uno de los problemas que mas preocupaba
a los taxénomos: el de las especies cripticas, es decir, especies que son
consideradas como una debido a caracteres morfologicos similares. En las que la
semejanza morfologica puede ser aparente o real, es decir, deberse a que la
informacion utilizada en dichas determinaciones proviene de fuentes sensoriales
con errores de percepcion, o bien, debida a que las condiciones ambientales han
impuesto presiones de seleccion que han estabilizado la morfologia, o porque el
modo de discriminacion de organismos coespecificos consiste en feromonas o
llamadas de apareamiento no visuales (Bickford et al., 2007). Cualquiera que sea la
razon, las especies cripticas mantienen encubiertos o atenuados los indicadores de
diversidad de especies y han sido encontradas en muchos grupos bioldgicos
(Pfeninger & Schwenk, 2007).

Asi, las herramientas desarrolladas para el estudio de las interacciones biologicas
en el nivel molecular se han constituido como protocolos fundamentales tambien
para la delimitacién de especies y han repercutido de manera importante en las
estimaciones de biodiversidad. Por lo que este trabajo se propone recopilar
evidencias de ese impacto.

Hipotesis
El uso de las herramientas moleculares, incrementa el nimero de especies de una
gran variedad de grupos biolégicos. Por tanto, su implementacién ha incrementado

los estimadores de diversidad y ha resuelto problemas taxondmicos derivados de la

utilizacion de caracteres morfologicos.
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Objetivo general

Analizar el impacto del uso de herramientas moleculares en la delimitacion

de las especies.

Objetivos particulares

e Revisar trabajos realizados con invertebrados e identificar como
abordaron los cambios taxondmicos utilizando las herramientas
moleculares.

e Revisar trabajos realizados con vertebrados e identificar como
abordaron los cambios taxondmicos utilizando las herramientas
moleculares.

¢ l|dentificar y analizar los inconvenientes encontrados durante el uso de
herramientas moleculares.

e Examinar las nuevas propuestas con métodos de biologia molecular
para la determinacion de especies y su uso en diversas areas

biolégicas.
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Métodos de trabajo

Se hizo una revision bibliografica en diversas revistas cientificas sobre el concepto
de especie, con un énfasis en los métodos moleculares usando para dicha
busqueda las palabras barcoding, metabarcoding, taxonomia y especies cripticas,
se consideraron los articulos en los que el uso de las herramientas moleculares
antes mencionadas mostraron tener un impacto en la taxonomia del grupo
estudiado. Se incluyeron las publicaciones desde el afio 2003, cuando se publicé el
articulo de Hebert hasta el 2021, se usaron principalmente los motores de busqueda
de articulos NCBI pubmed, Google académico y los recursos electronicos existentes
en la BIDIUNAM, se analiz0, el impacto del uso de las herramientas moleculares en
algunos grupos de organismos para evaluar el impacto que estas han tenido en la
resolucion de conflictos de delimitacion. Es decir, en la elaboracion de nuevas
propuestas para ampliar grupos taxonémicos, resolver controversias respecto a su
asignacion a algun grupo taxonémico o cuando se carecia de informacion suficiente

para asignar a algun grupo taxondmico a cierto individuo.

Capitulo I. Las herramientas moleculares como recurso para la identificacion
bioldgica

El problema conocido como “impedimento taxondmico”, es resultado de los huecos
en la taxonomia, la escasez de profesionales dedicados a ello y la falta de técnicas
disponibles en la identificacion bioldgica. Este problema o impedimento afecta, entre
otras cosas, las medidas y programas para el manejo y conservaciéon de las
especies biologicas. Como ya se ha dicho, las herramientas desarrolladas en
biologia molecular, se han constituido en protocolos fundamentales para resolver
ese impedimento. De acuerdo con autores como Dominguez & Vasquez, 2009;
Tautz et al 2002; 2003; Templeton, 1994 & Wilson, 1995, en el pasado reciente se
propuso hacer la diagnosis de especies mediante el analisis de secuencias de DNA
un método adicional y estandarizado que funcionan como un cédigo de barras de
DNA. Esta herramienta, segun los proponentes, presenta un valor mayor o al menos

equivalente al de la identificacion basada en caracteres morfolégicos.
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Las herramientas utilizadas en la delimitacién morfolégica de las especies, pueden
ocultar varias unidades evolutivas (Cerritos, 2008), por lo cual, como se pretende
demostrar a continuacion, los aportes generados por uso de estas técnicas (ver
Figura 1) en diversos taxones biolégicos han provocado cambios taxondmicos
importantes. Dado que estas herramientas permiten identificar linajes que son
utilizados para establecer probables relaciones filogenéticas, establecer grupos
monofiléticos, y que los limites estén basados basicamente en porcentajes de
divergencias, los trabajos recientes han resultado en la identificacion de nuevas
unidades taxondémicas operacionales moleculares (MOTUs). Asi pues, la
integracion de resultados de analisis por barcoding, metabarcoding o técnicas de
metagendmica, con criterios como los morfolégicos y/o los datos ecolégicos, han

dado como resultado la determinacion de nuevas especies.

Publicaciones que incluyen analisis de Barcoding

por ano
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Figura 1 Numero de publicaciones que incluyen analisis de barcoding a partir de
2003. Los datos fueron obtenidos del National Center for Biotechnology information
utilizando el término “barcoding” para la busqueda.
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Figura 2 Numero de publicaciones que incluyen andlisis de metabarcoding a partir
de 2011. Los datos fueron obtenidos del National Center for Biotechnology
information utilizando el término “Metabarcoding” para la busqueda.

Publicaciones que incluyen andlisis
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Figura 3. Publicaciones que incluyen analisis metagenomicos a partir de 2004. Los
datos fueron obtenidos del National Center for Biotechnology information utilizando
el término “Matagenomic” para la busqueda

Los avances en las tecnologias de secuenciacion han llevado a un mayor uso de la
secuenciacion de alto rendimiento para caracterizar comunidades. La
metagendmica se utiliza cada vez mas para definir grupos taxondmicos (figura 3)
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alcanzando su mayor uso en los ultimos afios (figuras 3, 6 y 9). Para el analisis son
fundamentales los algoritmos de ensamblaje de secuencias capaces de reconstruir
genes y genomas, a partir de mezclas complejas de los datos metagenomicos. Asi
el ensamblaje implica nuevos desafios computacionales debido a las caracteristicas
de los datos, y es necesario desarrollar software, capaz de evitar las fuentes de
contaminacion y manejar robustas bases de datos, para que esta estrategia se
mantenga accesible, se continde utilizando como hasta ahora y para que sus

beneficios se vean reflejados en la caracterizacion taxonémica (Ye et al, 2019).

Publicaciones sobre Barcoding en especies
cripticas
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Figura 4. Publicaciones que incluyen el uso de barcoding en trabajos con especies
cripticas a partir de 2004. Los datos fueron obtenidos del National Center for
Biotechnology information utilizando el término “Barcoding and cryptic species”
para la busqueda
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Figura 5. Publicaciones que incluyen metabarcoding en trabajos sobre especies
cripticas a partir de 2004. Los datos fueron obtenidos del National Center for
Biotechnology information utilizando el término “Metabarcoding and cryptic
species” para la busqueda
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Figura 6. Publicaciones gue incluyen estudios metagendmicos para trabajos sobre
especies cripticas a partir de 2010. Los datos fueron obtenidos del National Center
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for Biotechnology information utilizando el término “Metagenomic and cryptic

species” para la busqueda.

Las herramientas moleculares han sido utilizadas cada vez mas en el estudio de
especies cripticas dado que evitan omitir la deteccién de una especie debido a su
similitud morfolégica. La especiacion criptica ha sido un proceso evolutivo frecuente
en microorganismos protistas planctonicos (De Luca et al, 2021), por lo que las
herramientas moleculares son especialmente Gtiles para distinguir especies de este
grupo de organismos que no han divergido lo suficiente morfolégicamente, que
comparten una morfologia ancestral o que tienen convergencias morfologicas. Asi,
el barcoding ha sido de gran utilidad en la delimitacién de especies mientras que ha
crecido el uso del metabarcoding y metagendmica, convirtiéndose en la norma para
aguellos que estudian una supuesta especie cosmopolita, asi como para quienes

realizan estudios de caracter taxonémico.
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Figura 7. Publicaciones en taxonomia que incluyen barcoding a partir de 2003. Los
datos fueron obtenidos del National Center for Biotechnology information
utilizando el término “barcoding and taxonomy” para la busqueda.

17



Metabarcoding y taxonomia

200
180

160

140

120

100

8

6

4

z 1 |
o . — m

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

o O O o

Figura 8. Publicaciones en taxonomia que utilizan metabarcoding a partir de 2011.
Los datos fueron obtenidos del National Center for Biotechnology information
utilizando el término “Metarcoding and taxonomy” para la busqueda.
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Figura 9. Publicaciones en taxonomia que incluyen metagenémica a partir de
2003. Los datos fueron obtenidos del National Center for Biotechnology
information utilizando el término “Metagenomic and taxonomy” para la busqueda.
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Capitulo Il. Trabajos en invertebrados y como abordaron los cambios
taxondmicos

Uno de los grupos de organismos donde se han registrado mas cambios
taxonomicos gracias al uso de las herramientas moleculares es el de los
invertebrados. Dentro de estos, el grupo de los rotiferos nos ofrece un panorama
amplio del impacto que los datos obtenidos con herramientas de biologia molecular
han tenido en la identificacion de especies. En este grupo las herramientas
moleculares han sido especialmente Gtiles dado que estos organismos presentan
un tamafio pequefio y una plasticidad fenotipica compleja debido a variaciones
asociadas a condiciones ambientales especificas 0 asociadas a estadios de vida.
Un ejemplo del impacto de las herramientas moleculares en la taxonomia de estos
organismos lo encontramos en el trabajo realizado por Zhang y colaboradores
(2021) quienes estudiaron rotiferos colectados en cuerpos de agua dulce en el sur
de Chinay utilizando el barcoding con el marcador COI | encontraron evidencia que
organismos clasificados como Keratella cochlearis y Brachionus calyciflorus
presentaban una tasa de divergencia mayor al 5%, resultando por tanto que ambas
especies constituyen un complejo criptico de especies. De esta manera, los
resultados indican que la zona estudiada contiene una diversidad de especies de
rotiferos mayor que las consideradas previamente, esto, segun los autores, derivara
en consideraciones ecologicas para la conservacion de la zona debido a la
importancia de este grupo en el flujo de energia en ambientes dulceacuicolas.

Un ejemplo con impacto sorprendente con el mismo grupo es el reportado por Mills
y colaboradores en el 2015, quienes dan una muestra de cuan profundo puede ser
el problema de las especies cripticas, ellos proponen la existencia quince nuevas
especies de rotiferos, a partir de un complejo antes conocido como Brachionus
plicatilis, analizando secuencias COI e ITS1 evaluaron la divergencia genética, la
cual les permitio establecer modelos filogenéticos comparativos. Adicionalmente los
autores explican como diversas estrategias para analizar los datos aportados por el

analisis del DNA pueden conducir a estimaciones sobre la diversidad.
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Anteriormente en un estudio realizado por Alcantara-Rodriguez et al, en el 2012 con
Brachionus plicatilis colectado en los lagos de crater del centro de la Republica
Mexicana, analizaron secuencias de COIl, y mostraron evidencias de plasticidad
fenotipica de estos organismos para este ambiente salino, donde el bajo flujo
genético y la baja salinidad de estos lagos produjeron una adaptacion local en un

tiempo relativamente corto, y propusieron una nueva especie para México.

Por otro lado, Fontaneto et al en el 2008, analizaron secuencias parciales de COl y
mostraron que un rotifero bdelloideo, Philodina flaviceps, hasta entonces
considerado una sola especie morfoldgica, en realidad ha diversificado en al menos
nueve entidades evolutivas distintas, con distancias genéticas entre linajes
comparables con aquellas entre diferentes especies tradicionales dentro del mismo
género. Asi, descubrieron que la coexistencia local de linajes independientes es
muy comuan: encontraron cuatro linajes en un mismo arroyo, y tres en una sola
muestra de musgo de 5 cm? de tal manera que la distribucion espacial de los linajes
proporcion6 evidencia de patrones micro-filogeogréaficos. Finalmente concluyen que
si la diversidad de mtDNA indica linajes independientes y especies cripticas
simpatricas dentro de P. flaviceps, entonces puede esperarse que la diversidad

bdelloidea real sea mucho mayor que la reconocida.

Da cruz y colaboradores (2021) trabajaron con organismos marinos y usando
barcoding pudieron corroborar que un individuo macho, un copépodo del cual no se
tenia registro, pertenecia a Caromiobenella brasiliensis, contribuyendo a tener las
caracteristicas de ambos sexos y completando la informacion reproductiva de esta
especie. O bien, trabajos sobre la divergencia genética entre especies de partes
continentales e insulares como el trabajo de Cervantes y colaboradores (2020)
donde reportan que el copépodo Mastigodiaptomus ha que habia sido encontrado
en una isla, era fenotipica y genéticamente similar a otros que se encuentran en
Mérida debido a que la separacion de estos es relativamente reciente y las

poblaciones aun no divergen lo suficiente para ser linajes separados.
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Asi mismo, estas herramientas han sido usadas para confirmar la presencia de
organismos en zonas donde no se encontraban registrados, como en el trabajo
realizado por Lobo-Arteaga y sus colaboradores (2021), quienes reportan el primer
registro del cangrejo Pyromaia tuberculata en el noreste Atlantico a partir de una
dispersion relativamente reciente detectada con barcoding.

En nuestro pais, los estudios de diversidad biolégica mediante herramientas
moleculares con rotiferos también se han incrementado en los afios recientes,
Garcia-Morales & Elias-Gutierrez en el 2013, reportan uno de los primeros estudios
realizado con barcoding de rotiferos monogonontos de agua dulce y salobre en
México, usaron la secuencia de la citocromo oxidasa | y examinaron patrones de
divergencia entre 417 especimenes pertenecientes a 63 taxones morfolégicos de
rotiferos. La divergencia media entre individuos de rotiferos conespecificos fue del
0.75 %, mientras que la divergencia media entre taxones congéneres fue del 20.8
%. Los codigos de barras ademas de discriminar todas las morfoespecies
identificadas, revelaron la presencia de posibles especies cripticas en Ascomorpha
ovalis, Lecane bulla, L. cornuta, L. curvicornis, L. crepida, L. lunaris, L. hastata,
Platyias quadricornis, Keratella cochlearis, Brachionus calyciflorus y Testudinella
patina, asi como en algunas formas y variedades como B. quadridentatus F.
brevispinus, B. quadridentatus F. cluniorbicularis y Mytilina ventralis var.
macracantha. El andlisis de cédigos de barras también permitié identificar algunas
formas y variedades de especies comunes como especies separadas. Con estos
resultados, fue posible respaldar revisiones taxondmicas, como el reconocimiento
del género Plationus y la presencia de especiacion criptica en L. bulla. Finalmente,
este trabajo mostrd que el cédigo de barras de DNA identifica especies de manera
efectiva, su utilidad en la identificacion de especies cripticas y su importancia para

resolver controversias taxonéomicas.

Las herramientas moleculares han sido utilizadas no solo para resolver problemas
asociados a la especiacion criptica, también han sido Utiles para abordar estudios

de diversidad biolégica en distintas zonas de nuestro pais. Garcia-Moreno et al
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presentaron en el 2021, un trabajo donde exploran la diversidad escondida de
monogontos del genero Keratella logrando describir tres especies nuevas, mediante
la combinacion de los resultados del andlisis de secuencias COI con el marcador
nuclear ITS1 y los métodos de delimitacion ABGD, PTP y GMYC para identificar las
unidades evolutivas significativas, poniendo asi la muestra de como la
representacion correcta de las especies debe apoyarse en los métodos de la

biologia molecular junto con analisis morfoldégicos y morfométricos.

En otro trabajo Valdez-Moreno y colaboradores (2021) utilizaron el DNA de 1037
especimenes que incluian 4caros, crustaceos, insectos y larvas de peces de 13
ambientes acuaticos cercanos o dentro de la reserva de Sian Ka’an en Yucatan.
Obtuvieron 167 BIN (barcoding index number), de los cuales lograron identificar 43
especies. Ademas, utilizaron DNA ambiental (eDNA), para analizar las
comunidades de peces adultos y otros vertebrados en cuerpos de agua de la
reserva, asi encontraron 25 especies de peces. La comparacién de la composicion
de la comunidad entre los sistemas les permitié concluir que cada cuerpo de agua
es unico. Esta informacion, en la opinidén de los autores, representd el primer paso
para elaborar programas destinados a detectar cambios en esos ecosistemas,
incluidas especies invasoras, monitorear el estado de las poblaciones y para

mejorar el conocimiento del zooplancton de agua dulce.

Las herramientas moleculares también han sido de utilidad en la delimitacién o
identificacion de especies de otros invertebrados. Solo algunos ejemplos: Binkiené
y colabores (2021) describieron tres nuevas especies de nematodos (de la familia
Filaroidea) que parasitaban algunas especies de aves de la familia Onchocercidae
(géneros Acrocephalus y Sylvia), ademas de la descripcién de las especies, la
relevancia de este trabajo se debe a que la identificacion fue resultado del analisis
conjunto de datos moleculares y caracteres morfolégicos. Adicionalmente, la
muestras de sangre fueron tomadas directamente del sistema circulatorio de las

aves, ya gue estos organismos se encontraban en fase de microfilaria, y gracias a
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las herramientas moleculares no se requiri0 de una diseccion del huésped y

minimizando asi el dafo a la vida silvestre durante la investigacion.

El uso de estas herramientas ha evidenciado la necesidad de actualizar las claves
para la determinaciéon morfologica; Mugasa y colaboradores (2019) estudiaron
organismos de la familia Tabanidae, un grupo de dipteros de importancia médica y
veterinaria en todo el mundo, pero especialmente en el este de Africa. Utilizando |
COl, encontraron que habia al menos dos especies (Chrysops dispar y Tabanus
striatus) conformando un complejo criptico de especies, y realizaron una
redescripcibn morfolégica de las especies. Los autores discuten que dada la
importancia médica de estos organismos, estos datos deben ser integrados a otras
matrices que integren datos ecoldgicos, su prevalencia y capacidad para transmitir
enfermedades para tener un mejor conocimiento y elementos para tener tomar

medidas de control.

Finalmente, como ya se ha comentado, los resultados con estas herramientas han
puesto de manifiesto que en muchas de las especies “cosmopolitas” en realidad se
agrupan una serie de unidades con niveles de divergencia genética considerable
(en algunos casos suficientes para considerarlas como distintas especies). Asi
Kolbasova y colaboradores en el 2020, basados en criterios morfolégicos y
genéticos (16S, 18 y 28S) describieron una nueva especie (Bathypolaria
kondrashovi sp. Nov) de la familia Polynidae, y un nuevo género (Bathypelagobia)
de Lopadorrhynchidae. Los analisis de los datos moleculares permitieron sugerir
gue donde habia “especies cosmopolitas” en realidad existe un complejo de
especies.

Capitulo lll. Trabajos con vertebrados: el impacto del uso de las nuevas técnicas.
Algunos de los primeros estudios con caracter taxonomico que demostraron la valia
de las técnicas de la biologia molecular se dieron en el grupo de los peces. En este
grupo dado que algunas especies presentan plasticidad fenotipica, se dificulta su
identificacion, en otros casos, los individuos presentan una combinacion de

caracteres a través de los distintos estadios de desarrollo, lo que conduce a suponer
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gue son especies distintas o simplemente, los caracteres no son lo suficientemente
claros en las claves de identificacion para poder distinguir una especie de otra. De
manera que aqui las herramientas moleculares proporcionaron informacién que se

ha convertido en un complemento imprescindible (Teletchea, 2009).

Wibowo et al en el (2021), usaron como modelo de estudio a las anguilas (Anguilla
spp.), colectadas en Indonesia. Estos organismos catadromos son un grupo que se
encuentra muy amenazado debido a diversos acontecimientos: dos terceras partes
de las especies estan en riesgo debido a la sobreexplotacion y la fragmentacion del
hébitat. Por otro lado, la identificacion de estos organismos es dificil en estadios
tempranos de su desarrollo por lo que en este estudio se elaboré el barcoding de
las especies de anguilas de Indonesia utilizando un fragmento de 652 pares de
bases del marcador COI I. Asi fue posible diferenciar, siete de las nueve especies
registradas, mientras que A. nebulosa y A. bengalensis no presentaron diferencias
significativas para reconocerse como especies separadas. Basados en estos
resultados los autores destacan que esta informacion es importante para dirigir

esfuerzos de conservacion y preservar la diversidad genética.

En esta misma linea se encuentran trabajos como el de Cafiedo-Apolaya y
colaboradores (2021) quienes trabajaron con diferentes especies de tiburones angel
(Squatina spp.) mediante herramientas de biologia molecular dado que estos
organismos tienen una distribucion incierta y los datos morfolégicos no permiten
hacer una identificacion certera. El estudio es relevante dado que algunas especies
se encuentran en la lista de especies amenazadas y es urgente contar con
herramientas de identificacion precisas. En su reporte, los autores discuten la
importancia de establecer MOTUs usando barcoding mediante COl y RNA 16S
como marcadores, y encontraron evidencias que les permiten establecer que no
eran solo dos especies con un amplio rango de distribucion sino mas bien 4 MOTU

donde 1 es probablemente una nueva especie.

Vallejo en el 2019 realizé un analisis de la estructura genética y fitogeogréfica de la
especie Girardinichthys multiradiatus en dos cuencas hidroldgicas del Estado de

México. Encontré que la distribucién de los haplotipos era privada para cada una de
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las cuencas, es decir que no se compartian. Ademas reporté que el hecho que una
poblacion que era méas divergente genéticamente de las otras, podria ser explicado
por el modelo de Jerarquia de corriente, proponiendo ademas para el trabajo la

existencia de dos nuevas unidades evolutivamente significativas (ESU).

De la misma manera son notables los casos donde algun caracter fenotipico
novedoso aparece en poblaciones y conduce a considerar que se trata de un taxén
diferente debido a que esas especies estan bien caracterizadas por medios
tradicionales. En esos casos, las herramientas de biologia molecular pueden reducir
costos y disminuir los errores de identificacion. Tal es el caso que reporta Stagli€i¢
y sus colaboradores (2019), quienes colectaron un organismo de la familia
Trachinidae, con aparente coloracion anémala. En esta familia, la coloracion de los
organismos es un caracter con importancia ecolégica ademas que cumple diversas
funciones como reconocimiento de parejas, eludir la depredacion, camuflaje,
fotoproteccion y comunicacion visual, entre otras. Los miembros de este grupo
presentan una coloracion marrén oscura, sin embargo en este caso la coloracion
era amarilla/rojiza y no habia sido reportada en ningn miembro de esta familia, asi
se considerd que esta variante podria corresponder con un género distinto de la
misma familia. Sin embargo, al utilizar la secuencia de COI | para determinar la
divergencia genética se determin6 que se trataba de la especie Trachinus radiatus
y evidencio6 que la variabilidad fenotipica de la especie es mayor que la considerada,
dado que nunca antes se habia encontrado un registro de xantocromismo ni siquiera

en algun otro género de la misma familia.

Asi mismo se puede usar esta herramienta para monitorear especies exoticas en
un territorio, en especial cuando existe una especie o0 especies locales con las que
se comparten caracteres, por ejemplo en el estudio realizado por Panprommin et al
(2018), se utilizo el barcoding como elemento fundamental para detectar 4 especies
de ciclidos invasores en Tailandia, lo que es fundamental para su control y manejo

en aquel pais.

Sarmiento-Camacho & Valdez-Moreno (2018), encontraron en el barcoding una

herramienta para la determinacién de especies que se comercializan en mercados
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de México, donde la sustitucidon de una especie por otra mas barata es una practica
comun dado que no se cuenta o se confunden sus caracteristicas observables. Asi,
lograron identificar que el dieciocho por ciento de las especies son sustituidas, y que
la especie Pangasianodon hypophthalmus es la mas usada para sustituir a otras de
mayor valor economico. Ademas reportaron que que entre las especies
identificadas, hay algunas de la lista de especies amenazadas de la IUCN, lo que
indica malas practicas de pesca que deben revisare rigurosamente. Con estos
resultados los autores prueban que el barcoding puede ser una herramienta

sumamente util para regular la pesca a nivel nacional.

En otro trabajo de identificacion muy relevante, Leyva y colaboradores (2016)
analizaron mediante barcoding los huevos encontrados en una zona de desove de
peces pelagicos en la peninsula de Yucatan, pudieron identificar hasta 42 taxones,
de estos 33 especies, encontraron un nuevo registro (Ariomma melanum), ademas
de obtener datos de las zonas de desove de todas las especies, se tomaron datos
morfologicos y fotografias de las zonas de anidacion lo que contribuye al manejo y
cuidado de estas especies en la zona. Como es evidente, para este trabajo fue
imprescindible el uso del barcoding ya que es virtualmente imposible distinguir

tantas especies con solo huevos.

Igualmente relevante es el trabajo realizado por Dahruddin y colaboradores (2021)
quienes trabajaron en la reserva Sundaland, un punto de alta diversidad en las islas
de Java, Sumatra, Borneo y la peninsula de Malasia. Debido a que en esta zona
hay mas de 900 especies de ictiofauna, este trabajo de identificacidn estaba
centrado en Barnonymus sp, donde se identificaron 6 MOTUs difiriendo de
anteriores trabajos debido a que solo se utilizaron individuos juveniles y a
introgresion es presentadas entre las especies B. gonionotus and B. schwanefeldii,

pudiendo encontrar dos diferentes MOTUs de Barbonymus distintas.
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Capitulo IV. Inconvenientes encontrados durante el uso de herramientas
moleculares.

Aunque el uso de herramientas moleculares parece ser la solucién a problemas
biol6gicos, como establecer los limites genéticos entre las especies, identificar
nuevas especies o identificar rapida e inequivocamente la especie a la que
corresponde una muestra, frecuentemente la decision resulta muy dificil y se basa
en la experiencia del investigador aun con los grandes avances en las técnicas y la

capacidad de secuenciacién de genes y genomas (Zachos, 2016).

Algunos estudios han comprobado que realizar analisis con un solo tipo de datos,
puede conducir a resultados erréneos, Davalos & Russell (2014) usaron simulacion
para demostrar que si bien el uso del genoma mitocondrial es muy adecuado
(debido a que las distancias genéticas intraespecificas no se superponen con las
interespecificas), no es aplicable a todos los grupos de organismos. Especialmente
en algunos, como mamiferos, aves y en general aquellos en los que las hembras
son altamente filopéatricas y los machos tienden a dispersarse demasiado, se genera
un sesgo que es importante considerar. Esto se debe a que los grupos formados
podrian no representan linajes evolutivos reales, debido al caracter monofilético del
MtDNA, que se agudiza cuando el tamafio de la poblacion ancestral es pequefio y

es especialmente notable en especies tropicales.

En otro trabajo realizado con aves, Koblick y colaboradores en el 2020 recopilaron
casos en los que el andlisis de solo datos genéticos mitocondriales conduce a
errores debido a que la divergencia de los haplotipos no siempre correlaciona con
la antigedad de los grupos y puede ser una consecuencia del efecto de
recombinacién entre partes del genoma nuclear y el genoma mitocondrial. En este
trabajo los autores sefialan la necesidad de llevar a cabo una correlacion de los
resultados de los estudios de genética molecular con ideas elementales sobre la

apariencia morfologica, su especificidad ambiental, y también tener en cuenta la
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informacion sobre la naturaleza de las relaciones reproductivas y espaciales entre

ellos.

En otro articulo Jiménez-Contreras y colaboradores en el 2012 realizaron un analisis
morfolégico, morfométrico y molecular (CO1 e ITS) para rotiferos del género
Limnias, y encontraron diferencias significativas en los grupos formados entre los
marcadores moleculares, mientras que para ITS se formaron dos grupos, para COI
se agruparon en tres, tal como los datos morfoldgicos y morfométricos lo sugerian,
finalmente cuando fueron evaluados juntos CO1l mostraba ser consistentes, a
diferencia de ITS1.

Maroniche y colaboradores en el 2016, realizaron un estudio en el que querian
identificar Rizhospiridillium spp, mediante marcadores de rRNA 16s, muy utilizados
en la filogenia de estas bacterias, sin embargo el estudio revel6 que el marcador
esta contenido en nuamerosos operones con tasas elevadas de variabilidad
intergenética en el genoma de especies cercanas, lo que dificulté la identificacion y
obligd a recurrir al uso de rpoD (factores sigma de la polimerasa), para poder
elaborar los arboles filogenéticos de estas especies.

Finalmente, estos resultados sugieren que aunque las herramientas moleculares
han permitido avanzar y estemos cerca de discernir los limites entre las especies,
los datos moleculares no deben ser la Unica fuente de informaciéon y que se
requieren fuentes adicionales que reflejen el comportamiento de las especies y que

produzcan un resultado mas robusto y confiable.

Capitulo V. Las nuevas propuestas

Algunos trabajos han realizado nuevas consideraciones, Yeates y colaboradores en
el 2011 afirman que para que los trabajos puedan llamarse verdaderamente
integrativos deben cumplir con ciertos criterios, por ejemplo, el protocolo debe ser
aplicable en la mayoria de taxones sin importar su tipo de reproduccion, debe
incorporar datos genéticos, morfométricos, ecoldgicos y etolégicos, asi como que
los datos sean considerados como estados de caracter y que puedan ser

incorporados a una matriz para ofrecer una cierta confianza estadistica. Asi se
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podra mejorar la eficacia de las herramientas moleculares en la deteccion de
especies nuevas, en la discriminacién de las existentes o en la revisién de la

diversidad bioldgica.

Schlik-Steiner y sus colaboradores en el 2010 se refirieron a estas aproximaciones
con el nombre de taxonomia integrativa, ellas presentan las caracteristicas antes
mencionadas, permiten resolver problemas de limites de especies y reducen el
tiempo invertido en métodos de identificacion tradicionales. Entre los principales
logros con la taxonomia integrativa ha sido alcanzar acuerdos entre las disciplinas
biolégicas involucradas con esta tarea (taxonomia, genética, morfologia, etc) el cual
fue uno de los objetivos del uso de la biologia molecular y ademas que el protocolo
propuesto es flexible y permite robustecer la confiabilidad en las conclusiones. Lo
mismos autores en el 2014, insisten en la necesidad de involucrar varias disciplinas
para aumentar el grado de confiabilidad y proponen pasos para resolver

controversias.

Andujar y sus colaboradores en el 2014, abordaron desde la taxonomia integrativa
el caso de los organismos del subgénero de escarabajos Mesocarabus spp. En este
grupo la taxonomia es complicada principalmente porque los caracteres no
divergen sincrénicamente y existen procesos que mezclan estados de caracteres
en linajes que descienden de un ancestro comun. En este caso la taxonomia
integrativa con los estados de caracter y los analisis filogenéticos se logré construir
una hipotesis sobre la historia evolutiva.

Mas recientemente, Koblick y colaboradores (2019), apuntan la necesidad de la
construccion de nuevas categorias genuinamente interrelacionadas con los
conceptos de especie, subespecie y semiespecie para el grupo de aves y con
posible aplicacion en otros grupos taxondémicos. Los autores afirman que, la
principal caracteristica de una especie como entidad evolutiva debe ser su
estabilidad en el tiempo aun cuando su aislamiento reproductivo se rompa
periodicamente. Las razas intraespecificas en regiones geograficas muestran
variaciones sostenibles de diferentes grados, pero no tienen aislamiento

reproductivo; se reproducen al contacto y forman zonas de intergradacion,
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denominandose como subespecies. Las descripciones de nuevas subespecies son
viables hasta los limites que reflejan la estructura geografica natural de la especie
en toda su extension. Para los morfos jévenes que han alcanzado el nivel de
insularidad de especie, en el curso de la evolucion, parece apropiado restaurar una
categoria de semiespecie. Las semiespecies muestran diferencias morfologicas
significativas y particularidades ecoldgicas distinguidas, por regla general, pero
estan conectadas a morfos estrechamente relacionados por flujos de genes en las
zonas de contacto. Estos nuevos terminos ayudarian a que las especies estuvieran
mejor representadas y por lo tanto su uso ayudaria a la conservacion y manejo de

la biodiversidad.

Recientemente en el 2022, Stengel y sus colaboradores realizaron un analisis
utilizando la taxonomia integrativa en conjunto con la teoria eco-evolutiva, es decir
aquella que propone que las dindmicas evolutivas y los procesos ecoldgicos
moldean la genética, el fenotipo, etc, para el estudio del grupo de hongos. En este
grupo es particularmente dificil delimitar especies para entender sus interacciones
con el ambiente y su evolucion debido a sus ciclos de vida complejos, la variacion
en su morfologia, la presencia de especies cripticas, la poliploidia y la presencia de
transposones. Los autores, proponen que en este caso, la integracion es
fundamental y el uso de datos de secuenciacion multilocus, en conjunto con datos
de protedmica y transcriptomica, se puede resolver los errores taxondmicos. Los
autores afirman que uniendo los postulados de esta teoria con la taxonomia
integrativa, se puede discernir la influencia de las relaciones ecoevolutivas en la
configuracion de la variabilidad espacio-temporal entre especies, Yy si bien la
propuesta la construyen para hongos, sugieren que podria beneficiar el estudio de

otros grupos con problemas similares como arqueas y bacterias.

Discusién y conclusiones

Un concepto que ha ido perdiendo vigencia con el desarrollo de la biologia molecular
es el de especies “cosmopolitas”. Este término ha sido usado ampliamente en
especies marinas y es asignado comunmente a aquellas especies que cuentan con

un amplio rango de distribucion (principalmente en los océanos Atlantico y Pacifico),
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esto debido a que durante mucho tiempo, se utilizé la informacion obtenida en el
siglo XIX donde las descripciones e ilustraciones de las especies eran breves y solo
se tenia acceso a los datos morfolégicos en el mejor de los casos. Un ejemplo
concreto de un taxén en el que el uso de este concepto ha sido poco adecuado es
el de los poliquetos marinos; se han realizado estudios que muestran que muchas
especies consideradas “cosmopolitas” constituyen mas bien complejos de especies
cripticas, y que las especies cosmopolitas son casos extremadamente raros
(Fontaneto et al,2008; Kolbasova et al 2020; Garcia-Morales et al, 2021; Hutchings
& Kupriyanova, 2018). Por lo anterior, las especies conocidas y descritas
actualmente en términos de diversidad estan infrarrepresentadas, y se proponen
algunas consideraciones para hacer una revision de material antiguo de especies
consideradas cosmopolitas. Es decir trabajar con material depositado en
colecciones y museos, especialmente material topotipico, es decir cercano a la
localidad del tipo o en caso de que el material se haya perdido sea propuesto un
neotipo (Zachos, 2016; Hutchings & Kupriyanova, 2018).

Desde hace afos, la caracterizacion genética se ha usado para categorizar
taxondmicamente, identificar, ampliar nuestro conocimiento sobre las especies de
organismos y en Uultima instancia su proteccién y conservacion (Bickford et al,
2007;Deiner et al 2017; Kennedy et al, 2020; De Luca et al, 2021 ;Binkiené et al,
2021).

Desde el inicio del uso de estas herramientas se evidencié que los indicadores de
diversidad de especies, estan errados y son poco representativos, ya que solo se
basaron en criterios morfoldgicos, morfométricos y solo los mas exhaustivos,
incluian criterios ecoldgicos. Adicionalmente en algunos de estos trabajos la
descripcion de las especies era muy ambigua o poco detallada. Asi las herramientas
de biologia molecular han cambiado la forma en que muchas especies fueron
categorizadas. Con ayuda de la informacién genética mitocondrial fue posible
vislumbrar una delimitacion completa, objetiva y aplicable a la gran mayoria de

grupos.
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Con estas herramientas, muchos trabajos (Wilson, 1995; Kolbasova et al, 2020;
Mills et al, 2015; Srivastava & Manjunath, 2020) han ampliado el conocimiento de
especies resolviendo problemas como el de los complejos de especies cripticas o
cosmopolitas donde muchas especies indistinguibles morfologicamente fueron
separadas. Sin embargo esta no ha sido una solucién definitiva ya que la
informacion utilizada en la mayoria de los casos proviene de una sola fuente
(mtDNA) (Will &Rubinoff, 2004; Will et al, 2005).

Por lo anterior se considera que para préoximos estudios utilicen una vision
integrativa que considere ademas de la informacion genética mitocondrial, con
informacion nuclear, complementando con datos morfolégicos, ecoldgicos,
etolégicos y morfométricos, que sean analizados estadisticamente para ofrecer un
reflejo méas real del nUmero de especies, es decir, evitando tanto la sobre y
subrepresentacion dado que de la estimacién real, abundancia y su distribucién
depende que se tomen las medidas necesarias y adecuadas para su proteccion y

conservacion.
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