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Resumen

EI DNA barcoding es un analisis que se basa en la comparacion de distancias genéticas para identificar especies
utilizando principalmente un segmento del gen Citocromo C Oxidasa | (COl). Los retos para la identificacién
surgen al estudiar grupos que presentan gran diversidad genética como los moluscos. Por ello, los objetivos
de nuestra investigacion fueron estimar la divergencia intraespecifica en el molusco terrestre amazénico Sys-
trophia helicycloides (Gastropoda, Scolodontidae) y evaluar la utilizacion de los cédigos de barras de ADN en
la identificacion molecular de esta especie. Las secuencias de nucleétidos fueron comparadas con las bases
de datos Genbank y BOLD (Barcode of Life Data Systems). Se realizé un analisis de distancia genética me-
diante Neighbour Joining. Systrophia helicycloides presenté dos grupos de haplotipos con distancias genéticas
intraespecificas mayores a 4%. También se observd una superposicion entre las distancias intraespecificas
y las interespecificas. La gran divergencia intraespecifica puede estar relacionada a la rapida variacién del
genoma mitocondrial, la distribucién poblacional de los moluscos la cual permite el aislamiento y diferenciacién
genética, y la presencia de polimorfismos ancestrales. Los perfiles COI enviados a la base de datos BOLD son
los primeros registros para esta especie y permitieron diferenciar a Systrophia helicycloides de otras especies.
Estos perfiles corroboran la gran variacion que ocurre en el genoma mitocondrial de moluscos terrestres por
lo que la asignacion de especies en este grupo precisa de la combinacién entre los valores de divergencia
genética, la evaluacion de sitios informativos y los estudios de taxonomia convencional.

Palabras clave: Systrophia, Scolodontidae, COlI, cédigos de barra de ADN, Neighbour Joining.
Abstract

DNA barcoding analysis is based on the comparison of genetic distances to identify species using a segment
of Cytochrome C Oxidase | (COIl) gene. Species identification through DNA barcoding challenges problems
in groups with high genetic diversity as molluscs. Thus, our aim was to estimate intraspecific divergence in
the Amazonian land snail Systrophia helicycloides (Gastropoda, Scolodontidae) and evaluate the use of DNA
barcoding in molecular identification of this land snail. Nucleotide sequences were compared with Genbank and
BOLD (Barcode of Life Data Systems) databases. We conducted distance analyses using the Neighbour Joining
method. Systrophia helicycloides showed two groups of haplotypes and intraspecific genetic distances higher
than 4%. We observed an overlap between intraspecific and interspecific distances. The high divergence may
be related to rapid mutation rate in the snail mitochondrial genome, to population distribution that influences
genetic isolation and differentiation, and to ancestral DNA polymorphisms. COI profiles uploaded in BOLD are
the first records of this species and can identify Systrophia helcycloides from other species. These profiles
corroborated the high variation in the land snail genome. Therefore, species identification in this group needs
a combined analysis of genetic distances, informative sites, and conventional taxonomy.

Keywords: Systrophia, Scolodontidae, COI, DNA barcodes, Neighbour Joining.

La utilizacién de una metodologfa basada en secuencias de

Existe una urgente necesidad de investigar los trépicos para
conocer y entender la diversidad de los moluscos terrestres y de-
mds grupos de invertebrados (Solem & van Bruggen 1984). Los
invertebrados representan mds del 99% de la diversidad animal,
siendo los moluscos el segundo filo mds diverso (Lydeard et al.
2004). Sin embargo, la mayoria de estudios de conservacién
en el bosque himedo tropical se han enfocado principalmente
en grupos de vertebrados. Poco se conoce de la historia natural
de los moluscos terrestres de Sudamérica; por ejemplo, en la
familia Scolodontidae, una familia de moluscos terrestres car-
nivoros endémicos de Sudamérica, sélo existe un trabajo que ha
revisado en conjunto su taxonomia, sistemdtica y biogeografia

(Ramirez 1993).

Systrophia (Pteiffer 1855) es un género de moluscos terrestres
perteneciente a la familia Scolodontidae (Baker 1925). Los esco-
lodéntidos se distribuyen principalmente en Sudamérica hasta
los 4400 m de altitud, algunas especies se encuentran en América
Central y las Indias Orientales (Ramirez 1993). Estos moluscos
son miembros conspicuos de la biota del bosque lluvioso tropical.

ADN podria facilitar y economizar el proceso de identificacién
de las especies (Tautz et al. 2003). Asf se desarroll6 el concepto
de cédigos de barras de ADN (DNA barcodes), utilizando una
secuencia de ADN corta que permitiera identificar las especies
de manera eficiente. Se utiliza una porcién del gen mitocondrial
COI (citocromo C oxidasa subunidad I) de aproximadamente
700 pb debido a la existencia de primers universales (Folmer et
al. 1994) y una alta tasa de mutacién en la tercera posicién de
los codones. Ademds, esta seccidén casi no presenta inserciones o
deleciones (indels), por tanto, los alineamientos son mucho més
sencillos de realizar al no presentar gaps (Hebert et al. 2003).

La divergencia genética entre especies ha sido evaluada por
Johns et al. (1998) encontrando una divergencia de 2% para
especies de vertebrados utilizando el marcador citocromo b (cyz
b). Hebert et al. (2004) propusieron un limite de 2,7% en el
caso de especies de aves, indicando también que la divergencia
interespecifica serfa 10 veces mayor a la intraespecifica. En el
caso de invertebrados, Hebert et al. (2003) propusieron un li-
mite interespecifico de 3% para insectos. Davison et al. (2009)
reportaron una gran variacién en la secuencia COI entre mo-
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Figura 1. Systrophia helicycloides. Vistas: (a) apical, (b) apertura, (c)
umbilical. (Fotografias: A. Ampuero).

luscos terrestres; la divergencia intraespecifica promedio fue de
2,6% (0,0 — 8,1%) vy la interespecifica de 10% (2,4 — 17,6%).
Estos mismos autores también propusieron que el limite de
divergencia entre las especies de moluscos seria de 4% con una
probabilidad de error de identificacién de entre 34 y 44%.

BOLD (Barcode of Life Data Systems) es una base de datos
desarrollada por el grupo de Paul Hebert en la Universidad de
Ontario, Canad4 (Ratnasingham & Hebert 2007), destinada a
la adquisicién, mantenimiento y andlisis de secuencias de cédi-
gos de barra de ADN. Para obtener una identificacién eficiente
basada en cédigos de barra de ADN se debe tener en cuenta que
los perfiles COI (1) deben ser tnicos para cada especie, (2) los

haplotipos de la especie deben pertenecer a un mismo grupo y (3)
deben tener una distancia genética intraespecifica menor a 4%
(Hebert et al. 2004; Davison et al. 2009). El objetivo de nues-
tra investigacion fue evaluar la divergencia intraespecifica en el
molusco terrestre amazdnico Systrophia helicycloides (4’ Orbigny
1835) (Fig. 1), comparado con otros petfiles COI de las bases
de datos Genbank y BOLD.

Material y métodos

En marzo de 2009, fueron colectados ejemplares de Systrophia
helicycloides en dos localidades del departamento de Madre de
Dios: Centro de Investigaciéon y Capacitacion del Rio Los Ami-
gos (CICRA) (12°34°097S, 70°06°01”W) y Reserva Amazénica
Inkaterra (ITA) (12°32°34”S, 69°03’12”W). Adicionalmente,
fueron utilizados dos ejemplares de Scolodonta sp. colectados en
€l 2008 en la localidad de Shatuyacu, Juan Guerra (06°35°017S,
76°19’55”W) del departamento de San Martin. Los especimenes
fueron fijados en etanol de 96° y depositados en el Departamento
de Malacologfa y Carcinologia del Museo de Historia Natural
— UNMSM (Lima, Pert).

La extraccién y precipitacién de ADN siguié el protocolo
descrito por Romero (2010), la amplificacién de ADN se realizé
mediante PCR utilizando los primers de Folmer et al. (1994):

LCO 1490 (5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3")
HCO 2198 (5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3")

Los amplicones fueron purificados y secuenciados por Ma-
crogen Inc. (MD, USA).

Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa
Chromas (McCarthy 1996). El ensamblaje de ambas hebras de
ADN se realizé mediante el software CAP3 (Huang & Madan
1999). Se obtuvieron 9 secuencias de Systrophia helicycloides: 3
de CICRA y 6 de Inkaterra, ademads de 2 secuencias de Scolodonta
sp., las cuales estdn depositadas en la base de datos Genbank con
los cédigos de accesién JF414806 — JF414816. Los c6digos de

acceso de las secuencias se muestran en la Tabla 1.

Cada secuencia obtenida fue comparada contra la base de
datos Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) por
medio de la herramienta BLASTn. Esta btsqueda permitié
comparar la similitud entre las secuencias obtenidas con las
almacenadas en la base de datos, ademds de descartar errores
por contaminacién.

Tabla 1. Secuencias del marcador mitocondrial COI de caracoles utilizadas en el presente estudio. Se muestran los nimeros de acceso al

Genbank.

Familia Especie Individuo Referencia # Accesion
Scolodontidae Systrophia helicycloides P91 Este estudio JF414806
Systrophia helicycloides P99 Este estudio JF414807

Systrophia helicycloides P65 Este estudio JF414808

Systrophia helicycloides P20 Este estudio JF414809

Systrophia helicycloides P21 Este estudio JF414810

Systrophia helicycloides P23 Este estudio JF414811

Systrophia helicycloides P61 Este estudio JF414812

Systrophia helicycloides P29 Este estudio JF414813

Systrophia helicycloides P90 Este estudio JF414814

Scolodonta sp. P43 Este estudio JF414815

Scolodonta sp. K70 Este estudio JF414816

Pomatiasidae Pomatias elegans Feher et al. (2009) EU239241
Tudorella sulcata Pfenninger et al. (2009) GQ370443
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Tabla 2. Comparacion mediante BLASTn de las secuencias COIl de Systrophia helicycloides y Scolodonta sp. Noétese los porcentajes de
identidad menores a 90%. Procedencia: CIC (CICRA), ITA (Inkaterra), Sh (Shatuyacu).

Haplotipo Individuo Mejor hit en BLAST # Accesion Familia % Identidad
C1 ITA P91 Gullela cruciata HQ328162 Streptaxidae 85
2 ITA P99 Gullela cruciata HQ328162 Streptaxidae 85
C3 CIC P65 Gullela cruciata HQ328162 Streptaxidae 85
C4 CIC P20 Natalina beyrichi FJ262243 Rhytididae 84
C4 CIC P21 Natalina beyrichi FJ262243 Rhytididae 84
c5 ITA P23 Natalina trimeni FJ262290 Rhytididae 83
C5 ITA P61 Natalina trimeni FJ262290 Rhytididae 83
Co6 ITA P29 Natalina trimeni FJ262290 Rhytididae 84
Co ITA P90 Natalina trimeni FJ262290 Rhytididae 84
S1 Sh K70 Carychium tridentatum HQ171570 Ellobiidae 80
S2 Sh P43 Carychium tridentatum HQ171570 Ellobiidae 81

Para el andlisis de distancias genéticas se utilizaron los haploti- Resultados

pos encontrados en el conjunto de secuencias. Las secuencias de
Pomatias elegans (EU239241) y Tudorella sulcata (GQ370443)
(Pomatiasidae) fueron utilizadas como grupos externos. El ali-
neamiento multiple de secuencias, paso necesario para obtener
una hipétesis de homologia posicional que permita realizar
comparaciones entre las secuencias, se hizo en el programa
ClustalX 2.0 (Larkin et al. 2007) y la construccién del drbol fue
realizada con el método de distancia Neighbour Joining (N]) en
el programa MEGA (Tamura et al. 2007), utilizando el modelo
de sustitucién nucleotidica Kimura 2-pardmetros (K2P) (Kimu-
ra 1980). La evaluacién de la topologia encontrada se realizé
mediante el andlisis de bootstrap con 5000 réplicas (Felsestein
1985). El andlisis de distancia intraespecifica e interespecifica

se realizé6 en MEGA.

Las secuencias fueron ingresadas al Barcode of Life Data
Systems (BOLD) (http://www.barcodinglife.org/), servidor que
permite la identificacién de especies mediante el andlisis de
la divergencia genética entre las secuencias de ADN. Se debe
introducir al menos tres secuencias por especie para realizar los
andlisis. Las secuencias fueron comparadas con toda la infor-
macion disponible en BOLD (A// Barcodes Record Database) la
cual incluye todas las secuencias COI disponibles en la base de
datos con una longitud minima de 500 pb.

La herramienta BLASTn confirmé la amplificacién del gen
mitocondrial COI en todos los individuos. Las secuencias de S.
helicycloides resultaron similares a los géneros de moluscos terres-
tres Natalinay Gulella de las familias Rhytididae y Streptaxidae,
respectivamente. Las secuencias de Scolodonta sp. resultaron
similares al género Carychium (Ellobiidae) Los porcentajes de
identidad son en promedio menores a 90%. Dentro de las 9
secuencias de S. helicycloides se encontraron 6 haplotipos (Tabla
2), los cuales fueron diferentes de los dos haplotipos encontrados
en Scolodonta sp., a su vez estos once haplotipos fueron diferentes
de las secuencias de los grupos externos.

El alineamiento multiple resulté en 623 sitios presentando
357 posiciones conservadas, 266 sitios variables y 232 sitios
informativos. La Tabla 3 presenta una porcién del alineamiento
en la cual se pueden observar la similitud entre los haplotipos
Cl, C2, C3 y C4 de S. helicycloides. Los haplotipos C5 y C6
presentan una gran variacién con respecto a los demds haplotipos
de esta especie. El alineamiento ademds permite observar sitios
informativos tales como las posiciones 246, 247, 251, 255, 264
y 265 que sirven como posiciones de diagnosis de S. helicycloides
(Tabla 3). Los miembros de Scolodontidae (Systrophia y Scolo-
donta) también presentan sitios diagndsticos: posiciones 224,

240, 245, 267, 268, 269, 275 (Tabla 3, Apéndice 1).

Tabla 3. Porcion del alineamiento multiple de secuencias del marcador mitocondrial COI. Los numeros indican las posiciones variables infor-
mativas. Los haplotipos C5 y C6 presentan una gran variacion con respecto a las otras secuencias de S. helicycloides. Numeros resaltados:

Sitios diagnostico de S. helicycloides.
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Tabla 4. Comparacion del haplotipo C4 del marcador mitocondrial COI de Systrophia helicycloides con la base de datos BOLD.

Phylum Clase Orden Familia Género Especie % Similitud
Mollusca Gastropoda Stylommatophora Helicarionidae Peloparion P. submissus 84,35
Mollusca Gastropoda Stylommatophora Gastrodontidae Zonitoides Z. nitidus 83,95
Mollusca Gastropoda Stylommatophora Gastrodontidae Zonitoides Z. nitidus 83,95
Mollusca Gastropoda Stylommatophora Gastrodontidae Zonitoides Z. nitidus 83,95
Mollusca Gastropoda Pulmonata Rhytididae Natalina N. beyrichi 83,94
Mollusca Gastropoda Pulmonata Zonitidae Pristiloma P. idahoense 83,79
Mollusca Gastropoda Pulmonata Zonitidae Pristiloma P. idahoense 83,79
Mollusca Gastropoda Pulmonata Zonitidae Pristiloma P. idahoense 83,64
Mollusca Gastropoda Pulmonata Rhytididae Natalina N. beyrichi 83,64
Mollusca Gastropoda Stylommatophora Helicarionidae Euconulus E. fulvus 83,58
Mollusca Gastropoda Pulmonata Zonitidae Glyphyalinia G. indentata 83,56

El andlisis intraespecifico de los haplotipos COI se presenta
en la Figura 2. Los haplotipos de S. helicycloides formaron
un grupo con un alto valor de bootstrap (95%). Dentro de
este grupo se forman dos sub-grupos, uno con los haplotipos
C1-C4 (bootstrap: 100%) y otro con los haplotipos C5 y C6
de Inkaterra (bootstrap: 100%). Dentro del grupo C1-C4 se
pueden diferenciar los haplotipos provenientes de Inkaterra
Cly C2 (bootstrap: 84%) de los de CICRA. Las secuencias de
Scolodonta sp. forman un grupo alejado de las demds secuencias

de S. helicycloides (bootstrap: 100%).

No se encontraron secuencias altamente similares en la base
de datos BOLD (Tabla 4). Las secuencias de S. helicycloides ob-
tenidas en este estudio son los primeros perfiles COI enviados a
la base de datos del BOLD de esta especie. Esta plataforma ne-

Figura 2. Arbol de distancias NJ de los haplotipos COI de Systrophia
helicycloides. Procedencia: CICRA (cuadrado), Inkaterra (circulo). La
escala representa la distancia genética K2P-corregida.

cesita un minimo de 3 secuencias para realizar la identificacidn,
nosotros realizamos los andlisis de distancia con las 9 secuencias
obtenidas. La divergencia promedio entre todas las secuencias de
S. helicycloides oscilé entre 0,0 — 18,0% (Tabla 5). Sin considerar
a los haplotipos divergentes C5 y C6, la distancia fluctud entre
0,0 — 5,0% superando el valor de 4% considerado como limite
especifico (Tabla 5). La divergencia entre especies result$ entre
14,0 — 40,0%. Existe una ligera superposicion entre los valores
de divergencia intraespecifica e interespecifica (Fig. 3).

Los porcentajes de similitud, al comparar las secuencias con la
base de datos BOLD, resultaron menores a 85%. Como ejemplo,
la tabla 4 presenta los resultados de la comparacién del haplotipo
C4 con las secuencias disponibles en la base de datos. Segtin
BOLD, las secuencias presentaron una mayor similitud con las
familias de moluscos terrestres Helicarionidae, Gastrodontidae,
Rhytididae, y Zonitidae.

Discusion

El andlisis de distancias mediante Neighbour Joining diferencié
a los haplotipos C5 y C6 (COI), correspondientes a individuos
de Inkaterra, de los demds haplotipos de S. helicycloides, lo cual
es reflejo de la gran cantidad de mutaciones con respecto a las
demds secuencias (divergencia intraespecifica promedio mayor
a 4%). Tal divergencia puede ser explicada por la presencia de
polimorfismos ancestrales, los cuales pueden ser conservados alo
largo del tiempo debido a la distribucién poblacional agregada
caracteristica de los moluscos terrestres (Thomaz et al. 1996),
o por una elevada tasa de mutacidon (Chiba 1999). La extrema

Tabla 5. Distancias genéticas K2P-corregidas. Notese los valores de divergencia entre los haplotipos C5, C6 para el marcador COI, compa-

rados con los demas haplotipos de Systrophia helicycloides.

Secuencias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 S. helicylcoides C1 P91
2 S. helicylcoides C2 P99 0.00
3 S. helicylcoides C3 P65 0.01 0.01
4 S. helicylcoides C4 P20 005 006 0.05
5 S. helicylcoides C4 P21 005 006 005 0.00
6 S. helicylcoides C5 P61 018 018 017 018 018
7 S. helicylcoides C5 P23 018 018 017 018 018  0.00
8 S. helicylcoides C6 P90 018 017 017 018 018 0.02 0.02
9 S. helicylcoides C6 P29 018 017 017 018 018 0.02 0.02 0.00
10 Scolodonta sp. K70 027 027 026 028 028 026 026 026 026
11 Scolodonta sp. P43 027 026 026 027 027 026 026 026 026 0.00
12 T. sulcata GQ370443 035 035 035 035 035 036 036 035 035 040 039
13 P. elegans EU239241 036 036 035 035 035 036 036 035 035 038 038 014
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Figura 3. Divergencia intraespecifica (barras negras) e interespeci-
fica (barras blancas) en el conjunto de datos estudiados. Nétese la
existencia de una sobre posicién entre ambos tipos de divergencia.

divergencia también puede deberse a una mayor acumulacién
de mutaciones dado que los moluscos terrestres presentan los
tamafios de genoma mds pequefios reportados para los metazoos
celomados (Lydeard et al. 2000). Dentro de los moluscos, son
los Heterobranchia (Hazprunar 1985), el grupo al cual perte-
necen los gasterdpodos pulmonados como Systrophia, los que
poseen los genomas mitocondriales mas pequefios (Kurabayashi
& Ueshima 2000).

Se ha criticado mucho que un simple valor de distancia gené-
tica pueda discriminar especies diferentes (Rubinoff et al. 2006)
por lo que se prefiere un anilisis no sélo basado en distancias,
sino en la observacion de caracteres compartidos entre las secuen-
cias (sinapomorfias) (De Salle etal. 2005). Las secuencias pueden
proveer sitios informativos que potencian el andlisis filogenético.
En nuestro caso, se encontrd que las secuencias de S. helicycloides
poseen sitios informativos y diagndsticos de la especie (Tabla
3), los cuales sélo se presentan en los haplotipos encontrados
(C1-C0) y que pueden ser utilizados para discriminarlas de otros
taxones. La agrupacién entre Systrophia y Scolodonta también
es sustentada por mutaciones comunes (Tabla 3) y, a su vez, es
soportada por la morfologia de la rdidula (Ramirez 1993), y por
el uso de marcadores nucleares (Ramirez et al. 2011).

Las secuencias de COI de S. helicycloides presentaron una
divergencia promedio mayor al 4%, atin sin considerar los haplo-
tipos divergentes. Sin embargo, todas las secuencias conformaron
un grupo separado de los demds taxones (Fig. 2). A pesar de la
gran variacién entre las secuencias COl de S. helicycloides, éstas
no tienen un alto porcentaje de similitud (>95%) con ninguna
otra secuencia dentro de la base de datos Genbank 0 BOLD
(Tablas 1 y 4), demostrando el vacio de informacién para Sco-
lodontidae y familias evolutivamente cercanas.

Resultados similares fueron encontrados por Romero (2010)
para el marcador mitocondrial 16S rRNA en S. helicycloides,
para los mismos individuos aqui estudiados con el marcador
COJ, donde se reporta que a pesar de las diferencias a nivel de
secuencia, no existen diferencias en la morfologfa externa entre
de los individuos. Por otro lado, si analizamos los niveles de
divergencia de los haplotipos C5 y C6, éstos alcanzan valores
similares a los presentes en las comparaciones interespecificas

(Tabla 5, Fig. 3).

Debido a la gran variacién entre las secuencias del ADN
mitocondrial en los moluscos, Davidson et al. (2009) propusie-
ron que el COI podria ser de utilidad en la discriminacién de
los grupos dentro de Stylommatophora. Estos autores también

propusieron cambiar el valor de 2% asignado por Hebert et al.
(2003) por 4%. Aun utilizando este valor, las diferencias entre
las secuencias de S. helicycloides resultan mayores a lo esperado
para la comparacién intraespecifica.

Siendo Mollusca uno de los filos més diversos, se debe tener
mayor precaucion en la asignacién de valores de divergencia para
la discriminacién de especies. Ocurre lo contrario en el caso de
vertebrados (Hebert et al. 2004), pues éstos poseen una gran
cantidad de registros en Genbank o BOLD vy presentan una
mayor homogeneidad dentro de sus secuencias COI, lo que
permite una asignacién mds confiable del limite de divergencia
intraespecifica.

El perfil COI obtenido para S. helicycloides corrobora la gran
variacién que ocurre en el genoma mitocondrial de moluscos
terrestres. La asignacién de especies en este grupo precisa de
una combinacién entre los valores de divergencia genética, la
evaluacién de sitios informativos y los estudios de taxonomia
convencional.

La rdpida variacién del genoma mitocondrial combinada
con la distribucién poblacional que permite el aislamiento y
diferenciacion, los procesos de seleccién natural que permiten
la preservacién de esta variacién, ademds de la presencia de
polimorfismos ancestrales (Thomaz 1996), deben ser tomados en
cuenta para explicar la extrema variacién intraespecifica presente
en moluscos terrestres.
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Apéndice 1. Alineamiento multiple de secuencias. Obsérvese la gran variacion dentro de las secuencias de Systropha helicycloides.
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