ISSN-L 1561-0837
FacuLTtap pe Ciencias BioLocicas UNMSM

Revista peruana de biologia 21(1): 079 - 088 (2014)
doi: http://doi.org/10.15381/rpb.v21i1.8250

TRABAJOS ORIGINALES

Analisis morfolégico del sistema reproductor e identificacion molecular a través de
los marcadores mitocondriales COl y 16S rRNA de Megalobulimus oblongus (Mollusca,
Strophocheilidae) de Colombia

Morphological analysis of the reproductive system and molecular identification by mitochondrial
markers COIl and 16S rRNA of Megalobulimus oblongus (Mollusca, Strophocheilidae) of Colombia

Erika Jaramillo Roldan'?, Jessika Lopez Martinez'?, Rina Ramirez?, Luz Elena Velasquez Trujillo'?

1 Grupo de Microbiologia Ambiental, Escuela de
Microbiologia, Universidad de Antioquia, Medel-
lin, Colombia.

2 Laboratorio de Sistematica Molecular y Filogeo-
grafia, Facultad de Ciencias Bioldgicas; y Museo
de Historia Natural, Universidad Nacional Mayor
de San Marcos, Av. Arenales 1256, Lima-11, Peru.

3 Programa de Estudio y Control de Enfermedades
Tropicales — PECET, Sede de Investigacion Uni-
versitaria — SIU, Medellin, Colombia.

Autora para correspondencia: Rina Ramirez,
Email: rina_rm@yahoo.com

Email Jessika Lopez: lopezmartinezjesica@gmail.com
Email Erika Jaramillo: tatajaramillo217@gmail.com
Email Luz Velasquez: luzelena333@yahoo.com

Citacion:

Jaramillo Roldan E., J. Lopez Martinez, R.
Ramirez, L.E. Velasquez Trujillo. 2014. Analisis
morfologico del sistema reproductor e identifi-
cacion molecular a través de los marcadores
mitocondriales COl y 16S rRNA de Megalobulimus
oblongus (Mollusca, Strophocheilidae) de Colom-
bia. Revista peruana de biologia 21(1): 079- 088
(Mayo 2014), doi: http://doi.org/10.15381/rpb.
v21i1.8250

Resumen

En este trabajo se hizo el analisis morfologico y molecular a 28 caracoles terrestres de Mega-
lobulimus oblongus, colectados en diferentes departamentos de Colombia, depositados en
una coleccién de referencia. Para la caracterizacién morfoldgica, los animales se disecaron
al estéreomicroscopio. Se describieron el sistema reproductor y la concha. Del sistema re-
productor se tomaron medidas a las estructuras que lo componen. De la concha se describio
la forma, el color, el nUmero de espiras y la ornamentacién e igualmente se tomaron medidas
basicas usando un calibrador digital. Para el analisis molecular se usaron dos marcadores
mitocondriales, el 16S rRNAy el gen Citocromo Oxidasa C subunidad | (COI). Ambos mar-
cadores confirmaron la presencia de un Unico haplotipo en los ejemplares, aun para indi-
viduos situados en regiones biogeograficas diferentes y distantes. Este estudio sugiere que
en Colombia M. oblongus se encuentra en peligro, por lo que urgen investigaciones sobre
reproduccion, genética poblacional y biogeografia que esclarezcan su situacion en el pais.
Demuestra ademas que las colecciones de referencia y los bancos de tejidos son fuentes
de informacién de gran valor, ya que permiten conocer aspectos relacionados con el riesgo
en que se encuentran las especies y que sirven de insumo para el disefio de acciones de
conservacion.

Palabras claves: 16S rRNA; COI; caracterizacion morfolégica; Megalobulimus oblongus;
Colombia.

Abstract

In this work was done morphological and molecular analysis to 28 land snails of Megalobulimus
oblongus, collected in different departments of Colombia, deposited in a reference collection.
For morphological characterization, the animals were dissected in a stereomicroscope. The
reproductive system and the shell were described. Measures were taken to structures of
the reproductive system. Of the shell were described its shape, color, number of whorls and
ornamentation and equally basic measures were taken using a digital caliper. For molecular
analysis were used two mitochondrial markers, 16S rRNA and cytochrome C oxidase subunit
| (COl). Only one haplotype was obtained for each marker, even for individuals of different and
distant biogeographical regions. This study suggests that M. oblongus is in danger, therefore
are urgent investigations about reproduction, population genetics and biogeography to clarify
its situation in Colombia. It also demonstrates that the reference collections and tissue banks
are sources of valuable information since they allow knowing aspects related with the species”
risk that serve as an input for the design of conservation actions.
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Introduccion

La familia Strophocheilidae (Hausdorf & Bouchet 2005) (Mol-
lusca: Gastropoda: Stylommatophora) de origen gondwénico,
incluye los moluscos terrestres del género Megalobulimus Miller
1878, endémicos de la regién Andina y Amazdénica Suramericana
(Leme 1975), considerados los mds grandes del continente.

Las clasificaciones taxonémicas de las especies de Mega-
lobulimus, realizadas en los siglos XVIII y XIX, con base en los
caracteres morfolégicos de la concha, describieron 50 especies,
siete de las cuales fueron registradas para Colombia: M. popelair-
ianus (Nyst 1845), M. thammianus (Martens 1876), M. senezi
(Joussecaume, 1887), M. oblongus (Miiller 1774), M. auritus,
M. valenciennesii (Pleiffer 1842) y M. pudicus (Miiller, 1774).
La distribucién geografica en Colombia varia segtin la especie,
por ejemplo M. thammianus se sefiala para la regién andina, M.
oblongus y M. popelairianus para las regiones Caribe, Andina,
Amazonia y Orinoquia. En tanto que M. valenciennesii solo se
reporta para la amazonia; se desconoce la procedencia de M.
auritus, M. pudicus y M. senezi (Daniel 1942, Bequaert 1948,
Vera 2008, Restrepo 2009, Linares & Vera 2012).

La validez de las determinaciones taxonémicas especificas de
los Megalobulimus fue cuestionada por Bequaert (1948) quien
considerd que la conquiliologfa era insuficiente para permitir este
diagnéstico. Desde entonces se busca incluir las descripciones de
la anatomia interna, con énfasis en el sistema reproductor (Leme
1973, 1989, 1993, Leme & Indrusiak 1990). Sin embargo,
en Colombia no ha sido estudiada la morfologia de las partes
blandas de los Megalobulimus mencionados.

Sibien los caracteres morfolégicos dan una buena resolucién
para la identificacién taxondmica especifica, se ha demostrado
que algunos marcadores moleculares ofrecen de manera rdpida
y confiable la informacién necesaria para identificar las espe-
cies, por ello en la tltima década se ha propuesto un segmento
del gen mitocondrial COI (Citocromo C Oxidasa Subunidad
I) como marcador estdndar global, ya que amplifica para una
gran diversidad de especies, a través de un par de secuencias
universales de iniciadores (Hebert et al. 2003).

No obstante, en algunos grupos de animales como los bival-
vos, el marcador COI no amplifica, problema que se ha resuelto
usando el gen mitocondrial 16S rRNA (Feng et al. 2011), el
cual también provee suficiente variabilidad como para formar
grupos monofiléticos con distancias intraespecificas menores a
las interespecificas (Vences et al. 2005). En el caso particular de
los Megalobulimus, se ha encontrado que este marcador amplifica
mejor que el COI, con una eficacia del 100% (Congrains 2010,
Ramirez et al. 2012).

Por lo tanto nuestra investigacién se propuso establecer el es-
tatus taxondmico de los caracoles terrestres, identificados a priori
como Megalobulimus oblongus Miiller 1774) y depositados en la
coleccién de Moluscos Vectores de la Universidad de Antioquia,
utilizando la caracterizacién morfolégica de las partes blandas
del caracol, ademds de la identificacién molecular con base en
los marcadores mitocondriales 16S rRNA y COL.

Material y métodos

Material bioldgico.- Para esta investigacién se analizaron 28
ejemplares de Megalobulimus 0blongus adultos, ya que las conchas
de todos tenfan una altura total mayor de 90 mm vy el labio
externo doblado hacia afuera y rosado. Los especimenes forman
parte de la coleccién de Moluscos Vectores de la Universidad
de Antioquia VHET N°37 y provienen de seis localidades de
Colombia (Tabla 1). Las partes blandas de los caracoles estaban
conservadas en Railliet-Henry, las conchas almacenadas en seco
y un trozo de tejido del pie conservado en alcohol al 96%.

Descripcién morfolégica del aparato reproductor y la
concha de Megalobulimus.- Para la descripcién del sistema
reproductor se disectaron los 28 ejemplares de M. oblongus
bajo estéreo microscopio (Nikon SMZ 745T); a cada una de
las estructuras que lo componen se le midi6 el largo y el ancho,
con la reglilla ocular. A las conchas se les midié el largo y ancho
total y de la apertura, usando un calibrador digital (Uiustools®
MT-0085cun, precisién de £0.02 mm). Las dimensiones se
dan en milimetros. Se realizaron registros fotogréficos (Cdmara
Sony de 7.2 MP y ZOOM 2,8-5,2/ 6,3- 18,9 mm) y el aparato
reproductor se ilustrd en el software Corel Draw X3.

Extraccién y amplificacién de las secuencias

Extraccién de ADN total.- El ADN se extrajo de un centi-
metro de tejido muscular del pie de cada uno de los 28 ejemplares
de M. oblongus, usando el kit Qiagen DNeasy Blood & Tissue
siguiendo las especificaciones del fabricante. La concentracién
de ADN extraido se comprobé por espectrofotometria en un
nanodrop 1000 y se almacend a -20 °C hasta la amplificacién.

Amplificacién de marcadores mitocondriales.- La amplifi-
cacidn se realizd por la técnica de reaccién en cadena de la polim-
erasa (PCR) con los iniciadores del gen mitocondrial 16S rRNA:
16SFL104 (GACTGTGCTAAGGTAGCATAAT) y 16SRL472
(TCGTAGTCCAACATCGAGGTCA), disenados especialmente
para moluscos, que amplifican aproximadamente 330 pb (Ramirez
2004). Ademds, se usaron los iniciadores universales LCO 1490
(5L GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGL3’) y HCO 2198
(5LTAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCAL3’) publicados
por Folmer etal. (1994), que amplifican 700 pb, correspondientes
a la Citocromo Oxidasa C subunidad I (COI).

Tabla 1. Procedencia de los especimenes de Megalobulimus oblongus de este estudio que reposan en la coleccion de Mo-

luscos Vectores de la Universidad de Antioquia-VHET N°37.

Codigo Coordenadas (LN/LW) Procedencia Region
66 05°20'24.0" / 74°31'39.0" Norcasia, Caldas Andina
76 a 80 02°09'49.7" / 72°37'42.13" El Retorno, Guaviare Amazonica
81a90 06°27'27.6" / 74°25'21.6" Puerto Berrio, Antioquia Andina
104 a 113 03°58'49.72" / 73°45'58.64" Acacias, Meta Orinoquia
114 06°30'1.95" / 75°44'30" Sopetran, Antioquia Andina
115 05°55'39.54" / 75°40'11.50" Fredonia, Antioquia Andina
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Tabla 2. Cédigos de acceso de las especies de Megalobulimus y del grupo externo empleados en este estudio disponibles en
el GenBank, para los marcadores mitocondriales 16S rRNAy COIl. Las secuencias proceden de Ramirez et al. 2012, Moussalli

et al. 2009, Breure y Romero 2012.

Especie Gen n PB Localidad GenBank
M. capillaceus 16SrRNA 3 327 San Martin; Peru JN604725; JN604726; IN604727
M. lichtensteini 165rRNA 3 329 Cajamarca'y Amazonas; Pert JN604731; N604732; IN604733
M. maximus 16SrRNA 3 333 Madre de Dios; Pera JN604734; IN604735; JN604736
M. maximus huascari  16SrRNA 3 329 Junin; Pera JN604728; IN604729; JN604730
M. popelairianus 165 RNA 12 330 cslanl\i/(I)asr;c]i1;,1Eiol;r;eIt)cé,lr 1I}I/Iadre JN604737; JN6OL}17\13§64{;L62?§17\?6964{I7\416304740; JN604741
M. thammianus 16SrRNA 5 330 Junin y Madre de Dios; Pert JN604745; JN604746; JN604747; IN604748; IN604749
M. separabilis 165rRNA 1 332 Huanuco; Pera JN604744
M .parafragilior COlI 1 653 - JF514645
Natalina kraussi 16SrRNA 1 865 Eastern Cape; Sudafrica FJ262234
Natalina kraussi COI 1 982 Eastern Cape; Sudafrica FJ262300
Natalina beyrichi 16SrRNA 1 842 Eastern Cape; Sudafrica FJ262179
Natalina beyrichi COlI 1 982 Eastern Cape; Sudafrica FJ262245

n: ndmero de secuencias por especie
pb: longitud del fragmento en pares de bases
-----: dato no disponible

La amplificacidn se llevé a cabo en un termociclador C1000
de Biorad. El volumen final fue de 30 pL, los cuales contenfan:
3 uL de buffer de reaccién de PCR a 10X, 2 pL de MgCl, a 25
mM, 1 pL de cada ANTP a 5 mM, 1.8 pL de cada iniciador a
5 uM, 0.2 pL de Taq polimerasa a 0.5 unidades por reaccién y
3 uL de ADN.

La PCR para el marcador 16S rRNA se llevé a cabo con una
desnaturalizacién inicial de 96 °C por 1, seguida de 35 ciclos de:
desnaturalizacién a 94 °C por 1, hibridacién de los iniciadores
a 45 °C por 1'y extensién a 72 °C durante 1', terminando con
una extensién final a 72 °C por 5'. Para el marcador COI, se
realiz6 una desnaturalizacién inicial de 94 °C por 4, seguida de
35 ciclos de: desnaturalizacién a 92 °C por 2', hibridacién de
los iniciadores a 45 °C por 1' y extensién a 72 °C durante 1',
terminando con una extension final a 72 °C por 10'.

Visualizacién del ADN por electroforesis.- Para comprobar
la amplificacién de los marcadores mitocondriales, se hizo una
electroforesis en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio;
se utilizé un marcador de tamafio molecular Hyperladder® de
100 a 1000pb. La electroforesis se corrié durante 45 minutos
a 100 voltios. Las bandas se visualizaron y fotografiaron en un
transiluminador.

Purificacién y secuenciacién del ADN.- Los productos de
amplificacién se purificaron usando el sistema Wizard® PCR
Preps DNA Purification System Kit (Promega); 25 uL de los
productos se enviaron a la compafifa MACROGEN Inc. Korea
(www.macrogen.com) para su secuenciacién. Las secuencias
estdn depositadas en el GenBank bajo los niimeros de accesién

KJ546457 (16 rRNA) y KJ546458 (COI).

Edicién y andlisis de las secuencias.- Los cromatogramas
producto del secuenciamiento, se editaron manualmente
usando el programa BioEdit v7.0.9 (Hall 1999), y se formé una
secuencia consenso de cada individuo. Para garantizar que los
resultados fueran veridicos y no producto de amplificacién de
contaminantes con ADN de otros organismos, se realizé una

comparacién de cada una de las secuencias contra la base de datos
del GenBank (Benson et al. 2013) con la herramienta BLASTn.
Para los alineamientos multiples se incluyeron las secuencias
registradas y disponibles en el GenBank (Tabla 2) y se utilizé el
programa ClustalX 2.0 (Larkin e 2/ 2007). Como grupo ex-
terno se utilizaron las secuencias de Natalina kraussi (16S rRNA
FJ262234, COI FJ262300) y N. beyrichi (16S rRNA FJ262179,
COI FJ262245). Finalmente, con el programa MEGA v4.02
(Kumar et al. 2008) se construyeron drboles filogenéticos por el
método de Neighbour-Joining (NJ) con correccién de distancias
genéticas bajo el modelo de substitucién nucleotidica Kimura
2-pardmetros y un bootstrap de 1000 réplicas.

Resultados
Descripcién de la concha de M. oblongus de Colombia

La concha de los 28 M. oblongus analizados es dextrdgira,
oblonga y mds larga que ancha (Tabla 3). De color beige a mar-
r6n claro. Tiene de 5 a 6 vueltas que aumentan de tamano del
4pice ala apertura. Estos anfractos se encuentran delimitados por
suturas bien definidas y forman dngulos de 145° a 180°. Entre
sutura y sutura se observan lineas tenues de crecimiento de tono
mds claro que el resto de la concha. La apertura de la concha es
oval-semilunar, con un labio externo, doblado hacia afuera, de
color rosa brillante, muy grueso en el adulto. La pared parietal
es rosa, presenta un ligero pliegue y se encuentra revestida por
un callo transparente y brillante. El ombligo estd cubierto casi
en su totalidad por el borde inferior de la apertura (Fig. 1).

Descripcién del sistema reproductor

La ovotestis estd localizada en la cara interna de la glindula
digestiva entre el segundo y tercer anfracto, es relativamente
pequefa y estd conformada por 5 a 7 acinos de color marrén;
de la parte inferior de la ovotestis sale el ducto hermafrodita,
delgado, liso y de aspecto translicido, en cuanto evoluciona a
la regién distal toma apariencia tortuosa de aspecto sinusoide.
El complejo de fertilizacién estd caracterizado por un pequefio

Rev. peru. biol. 21(1): 079- 088 (May 2014)
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Figura 1: Megalobulimus oblongus de Colombia, (A) Vista lateral de la concha; (B) Vista dorsal de la concha; (C) Vista ventral
de la concha; (escala de 1 cm). La concha fotografiada pertenece a un ejemplar procedente de Norcasia cuyo codigo es 66.
Las medidas son: largo total 104,87 mm y ancho total 57,64 mm, con 6 vueltas. Foto: Any Carolina Garcés.

talén adosado a la parte basal de un saco prominente, ovalado,
de superficie granular y blancuzco, denominado “saco glandular
anexo” (Baker 1926, Borda & Ramirez 2013), estd embebido
parcialmente en la glindula del albumen.

La glindula del albumen es una estructura verde oliva, de
aspecto solido y homogéneo, con surcos transversales en la
superficie y un ducto interno muy delgado que la atraviesa.
Adosada al costado se encuentra la region posterior de una gran
estructura plegada en forma de “S”, conformada por la préstata
y el espermoviducto, que se extiende hasta el oviducto libre.
En un corte transversal de esta estructura se evidencia: (1) El
espermoviducto compuesto por dos paredes, la externa gruesay
rugosa, y la interna delgada y lisa, con un pequefio lumen entre
ambas; ademds una gldndula accesoria con forma de gancho. (2)
La préstata como una masa sélida y lisa. (3) El surco seminal,
entre el espermoviducto y la préstata, conformado por dos ductos
estrechamente unidos. El surco seminal viaja longitudinalmente
hasta el extremo posterior del oviducto libre, en donde se divide
en un ducto delgado que se une a la pared de este y en un ducto
grueso que da origen al conducto deferente.

El oviducto libre se inicia en la regién anterior del esper-
moviducto, éste es un ducto robusto de paredes gruesas que
internamente se encuentra totalmente plegado, en el lado
derecho posee una dilatacién ovoide llamada saco ciego. Al
lado opuesto se desprende la porcién mds amplia del ducto de
la bolsa copulatrix; ésta es una estructura periforme u oval. La
vagina es una porcién delgada contigua al oviducto libre que
converge en el atrio genital, donde también desemboca el pene;
el atrio culmina en el poro genital, ubicado en la regién cefélica
del caracol, detrds del tentdculo superior derecho.

La primera porcién del conducto deferente se encuentra in-
mersa en la superficie del oviducto libre, y emerge al lado derecho
de éste, para recorrer la superficie del oviducto libre, la vagina y el
pene, hasta unirse al epifalo. Durante su recorrido disminuye su
didmetro, siendo mds delgado en el extremo que se une al epifalo.

El complejo peneal estd compuesto por el pene y el epifalo
plegado sobre el pene, con paredes sélidas de color crema;
estos aumentan su didmetro en el extremo donde se encuentra
la papila apical. Respecto a su tamafo, el pene es 1.94 veces
mds largo y 1.33 veces mds ancho que el epifalo. En la regién
externa del epifalo cerca de donde se inserta el ducto deferente,
se observa una pequefia extensién denominada flagelo. En la
regién interna se observa que el conducto deferente se fusiona
con una pilastra que lo continda hasta su extremo terminal para
unirse a la papila apical del pene; dicha pilastra tiene forma de
“Y” y pliegues sinuosos.

Alinterior del pene se observan cuatro pilastras definidas, que
disminuyen su didmetro en la regién basal donde se conecta con
el atrio genital; las pilastras tienen pliegues sinuosos y presentan
un ensanchamiento en la regién apical. La papila apical del
pene es una estructura sdlida de paredes lisas, localizada en la
regién proximal del pene, dicha estructura establece un puente
entre el pene y el epifalo. El musculo retractor del pene viene
del diafragma y se adhiere al pene con dos cortos haces, mide

15 mm de longitud (Fig. 2, Tabla 3).

Todos los especimenes estudiados correspondieron a Megalob-
ulimus oblongus (Miiller 1774), debido a que sus caracteristicas
morfoldgicas y conquilioldgicas coincidieron con la descripcion
realizada para esta especie por Baker (1926).

En las conchas de los especimenes estudiados no se hallaron
mayores diferencias. En cuanto a las estructuras que componen
el sistema reproductor, las caracteristicas tipicas descritas por
Baker (1926) se encontraron mejor expresadas en el ejemplar
366 proveniente de Puerto Berrio-Antioquia, a su vez el ejemplar
mids divergente fue el 114, proveniente de Sopetrdn-Antioquia.

Andlisis genético
En el 100% (28) de los caracoles estudiados, los iniciadores
utilizados amplificaron un segmento de 328 pb del gen mito-

condrial 16S rRNA. En tanto que solo en el 35% (10/28) de

los mismos ejemplares los iniciadores “Folmer” amplificaron un
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Figura 2. Morfologia del sistema reproductor de Megalobulimus oblongus de Colombia. A. Sistema reproductor de M. oblongus,
escala 1 cm. B. Ampliacion del Saco de Fertilizacion, escala 5 mm. C. Corte transversal del Espermoviducto (CTE), escala 5
mm. D. Corte longitudinal complejo peneal, escala 5 mm. E. Corte transversal del Musculo retractor en la regién proxima a
la papila apical, escala 1 mm. Abreviaturas: OV: Ovotestis, DH: Ducto hermafrodita, TA: Talén, SGA: Saco glandular anexo,
GA: Glandula de albumen, P: Préstata, ES: Espermoviducto, SSR: Saco ciego del sistema reproductor femenino, BC: Bolsa
copulatriz, DBC: Ducto de la bolsa copulatriz, ODL: Oviducto libre, VA: Vagina, MR: Musculo retractor, PE: Pene, EP: Epifalo,
FL: flagelo, CD: Conducto deferente, PG: Poro genital, GAC: Glandula Accesoria, SS: surco seminal, LE: Lumen del esper-
moviducto, PIE: Pared interna del espermoviducto, PEE: Pared externa del espermoviducto, PA: Papila apical, PAP: Pilastras
apicales del pene, LPE: Lumen del pene, CD: Conducto deferente, PY: Pilastra en Y, LEP: Lumen del epifalo.
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Tabla 3. Medidas y estadisticos de los 6rganos del sistema reproductor de Megalobulimus oblongus, de diferentes localidades
de Colombia.
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Crestas ovotestis n 4 8 6 5 6 7 7 6 0.318
L 8 36 20 21 22 19 16 15.5 0.213
Glandula del albumen
A 2 16 7 8 11 5.5 5 45 0.011
L 3 22 10 11 11 10 10 6.5 0.022
Saco de fertilizacion
A 2 5 4 4 4 4 4 35 0.570
L 5 29 18 19 15 19 20 20 0.106
Epifalo
A 1 4 3 3 2 3 3 3 0.154
L 15 48 35 35 27 35 36 375 0.085
Pene
A 1 6 4 5 4 4 4 45 0.378
Miusculo retractor del pene L 8 45 15 15 15 15 16 22.5 0.351
L 19 55 35.5 45 33 35 38 37 0.263
Prostata
A 4 10 8 10 8 8 9 7 0.124
L 20 55 36 50 40 35 49 34 0.051
Espermoviducto
A 11 6.5 7 9 7 7 4.5 0.171
L 21 10 10 10 12 75 0.489
Bolsa copulatriz
A 4 17 7 7 7 6 7 12.5 0.160
. L 20 41 33 33 35 29.5 35 35 0.142
Ducto de bolsa copulatriz
A 1 3 2 2 2 2 2 2 0.446
L 10 50 31 35 22 30 32 37.50 0.147
Ducto hermafrodita
A 1 5 3 5 3 3 3 3 0.059
Ovotestis A 12 24 15 18 12 16 14 13 0.009
Ducto deferente L 10 50 30 38 37.5 25 40 35.5 0.026
. X L 15 40 29 30 27.5 26.5 27 30 0.394
Oviducto y vagina
A 5 22 8.5 8 7.5 9.5 8 8.5 0.478
L *101.1 *90.4 NC *91.7 96.3 90.4 *100.3 *101.1 NC
Concha
A 55.8 48.0 50.3 *48 494 51.95 *49.3 *53.7 NC
. L 59.6 47.8 52.3 *52.2 52.3 51.9 *55.5 *59.6 NC
Periostoma
A 45.9 324 40.1 *40.1 36.5 410.5 *41.8 *44.3 NC

n: nimero; A: ancho; L: largo

*: Solo se contaba con el dato de un ejemplar, las medias hacen referencia a ese tinico dato. NC: no calculado.

fragmento de 672 pb, del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa
subunidad I (COI). De cada gen se obtuvo un tnico haplotipo.

En cuanto al contenido nucleotidico, las secuencias del
marcador mitocondrial 16S rRNA presentan una relacién de
T+A de 66.4% y C+G de 33.5% y las del marcador COI una
relacién de T+A de 64.4% y C+G de 35.5%.

El alineamiento de las secuencias del marcador 16S rRNA,
con las 30 secuencias de Megalobulimus del GenBank, mostré
que existen 182 sitios conservados (20.56%) y 161 sitios vari-
ables (18.19%), de los cuales ninguno corresponde a sitios par-
simoniosamente informativos. Para las secuencias obtenidas del
COI también se realizé el alineamiento con la tinica secuencia de
Megalobulimus encontrada en el GenBank mostrando que existen
556 sitios conservados (55.05%) y 116 sitios variables (11.48%)
y tampoco presentd sitios parsimoniosamente informativos.

En relacién a la distancia genética interespecifica mostrada
por el marcador 16S rRNA, la menor divergencia se presentd
con M. capillaceus (0.173), y la més alta divergencia se presentd
con M. maximus (0.253). Con las demds especies los valores de
Kimura 2 pardmetros varfan de 0.188 (M. lichtensteini) a 0.252
(M. huascari). Las secuencias del gen COI de M. oblongusy M.
parafragilior presentan una distancia genética de 0.207 (Tabla 4).

El dendrograma Neighbour Joining-NJ del marcador mito-
condrial 16S rRNA, construido con las secuencias de M. oblongus
de Colombia, las secuencias de seis especies de Megalobulimus
disponible en el Genbank y las dos secuencias del grupo externo,
se muestra en la Figura 3. Este evidencié la formacién de dos
grupos monofiléticos; las secuencias del haplotipo de M. oblongus
de Colombia presente en los 28 ejemplares estudiados, tienen
una clara relacién con M. capillaceus al compartir un clado con
un valor de boozstrap de 73%. El otro clado, con un bootstrap del
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Figura 3. Dendrograma Neighbour Joining-NJ para un segmento del gen mitocondrial 16S rRNA. Se muestra el soporte de
bootstrap en los nodos, la escala representa 5% de distancia. Las secuencias de M. oblongus reportadas en este estudio
corresponden a un solo haplotipo.
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Tabla 4. Variabilidad nucleotidica de M. oblongus 'y las espe-
cies de Megalobulimus disponibles en el GenBank, para los
marcadores COl y 16S rRNA.

Especies de Megalobulimus M. oblongus de Colombia

Y grupo externo sC SV SPI  DK2P
COI (n=10)

M. parafragilior 55.05  11.48 0 0.207
Natalina kraussi - - 0 0.202
Natalina beyrichi - - 0 0.202
16S rRNA (n=28)

M. capillaceus 2056  16.5 0 0.173
M. lichtensteini 2045 16.61 0 0.188
M. maximus 18.87  18.19 0 0.253
M. Maximus huascari 1920 17.85 0 0.247
M. popelairianus haplotipo 1 19.66  17.40 0 0.219
M. popelairianus haplotipo 2 1910 1797 0 0.243
M. popelairianus haplotipo 3 1932 17.74 0 0.239
M. popelairianus haplotipo 4 1943 17.63 0 0.234
M. popelairianus haplotipo 5 19.55 17.51 0 0.229
M. separabilis 20.0 17.02 0 0.215
Natalina kraussi - - 0 0.407
Natalina beyrichi - - 0 0.335

n: namero de secuencias

SC: sitios conservados

SV: sitios variables

SPI sitios parsimoniosamente informativos

DK2P: distancias genéticas segtin Kimura 2 Parametros

--:Datos de grupo externo, no se estiman ya que no son informativos

85%, contiene las demds especies (M. popelairianus, M. huascari,
M. lichtensteini, M. maximusy M. separabilis).

El dendrograma NJ del marcador mitocondrial COI con-
struido con las secuencias de M. oblongus de Colombia, junto con
la Gnica secuencia de Megalobulimus disponible en el Genbank
para este marcador y las dos secuencias del grupo externo, se
muestra en la Figura 4. El haplotipo de M. oblongus de Colombia
presente en los 10 individuos en los que se pudo amplificar el
segmento “Folmer” del gen mitocondrial COI se agrupé con la
Unica secuencia del género presente en el GenBank, correspon-
diente a la especie brasilera M. parafragilior.

Discusion

Esta es la primera publicacién sobre una especie de Mega-
lobulimus de Colombia, que establece el estatus taxonémico
especifico a partir de las caracteristicas morfoldgicas del sistema
reproductor de los especimenes objeto de esta investigacidn, los
cuales fueron designados como Megalobulimus oblongus (Miiller
1774), debido a que sus caracteristicas morfoldgicas y conquili-
olégicas coinciden con las mencionadas para esta especie por
Baker (1926), Bequaert (1948) y Leme (1973). También es la
primera inclusién en el genbank de secuencias de M. oblongus de
los marcadores mitocondriales 16S rRNA y COI, con los cuales
se confirma que todos los especimenes de esta investigacién cor-
responden a un mismo haplotipo.

De acuerdo con ambos marcadores, M. oblongus es més cer-
cano a M. capillaceus que a otras especies con distribucién en
las vertientes orientales de los Andes. Este mismo resultado fue
encontrado usando un marcador nuclear (Ramirez et al. 2012).

El tnico haplotipo encontrado en cada uno de los dos
marcadores mitocondriales utilizados, contrasta con la vari-
acién estadisticamente significativa entre las dimensiones de la
glindula del albumen, el saco glandular anexo del complejo de
fertilizacion, la ovotestis y el ducto deferente, de M. oblongus pro-
cedentes de diferentes localidades. Ello puede estar relacionado
con el estado reproductivo de los especimenes y la expresién
de la variabilidad genética.

Por ello, cuando los caracteres morfoldgicos son insuficientes
para clasificar individuos a nivel de especie, se recurre a la tax-
onomia molecular, siendo el COI el marcador estdandar universal.
Sin embargo, los resultados de esta investigacién mostraron
que el marcador mitocondrial 16S rRNA es mds exitoso en la
amplificacion de secuencias de Megalobulimus que el COL lo
que concuerda con los hallazgos de Congrains (2010).

Al considerar los resultados de los andlisis moleculares
realizados a nuestros especimenes clasificados como M. 0b-
longus, encontramos nula diversidad genética, evidenciada
en la existencia de un solo haplotipo para ambos Jloci mi-
tocondriales, aunque los animales hayan habitado lugares
geogrificamente distantes y en ecosistemas muy diferentes.
Esto se debe quizds a la sinantropia que tiene esta especie y al
beneficio econdémico que las personas obtienen de ella; como
consecuencia especimenes son transportados para su comercio
ilegal contribuyendo de esta manera a su dispersién por el
territorio colombiano.

De otro lado, M. oblongus no es criado ni reproducido
en cautiverio en Colombia, por lo que todos los ejemplares
comercializados son extraidos de las poblaciones silvestres,
hecho que merma las densidades naturales potenciando la
endogamia, lo que reduce la variabilidad genética y conlleva a
la disminucién considerable de su capacidad de adaptacién a
los cambios del ambiente y conduce a un “cuello de botella”
genético; como el que Bonnel y Selander (1974) observaron
en una poblacién del elefante marino Mirounga angustirostris,
que mostraba baja diversidad genética debido a la caza desme-
dida (Hoelzel et al. 1993). Otro ejemplo de cuello de botella
natural es el que sufrié el guepardo Acinonyx jubatus durante
las glaciaciones del Pleistoceno; esta especie de guepardo se
originé a partir de la especie Acinonyx pardinensis la cual fue
sometida a condiciones medio ambientales complejas. La nueva
especie resultante, Acinonyx jubatus, es un mamifero con muy
baja diversidad génica, viéndose reflejado esto en la alta tasa
de contagio de enfermedades, compardndolo con otros felinos

(Ruiz et al. 2007).

Este estudio sugiere que M. oblongus se encuentra en peligro,
por lo que urgen estudios sobre reproduccién, genética pobla-
cional y biogeografia, para impedir su extincién en Colombia.
Demuestra ademds que las colecciones de referencia y los bancos
de tejidos son fuentes de informacién de gran valor, ya que po-
sibilitan la obtencién de informacidn relacionada con el riesgo
en que se encuentran las especies y que sirven de insumo para
el disefio de acciones de conservacién.

Finalmente, disponer de informacién taxondémica es fun-
damental para la conservacién biolégica, ya que proporciona
la base para el reconocimiento y la proteccién de las especies
amenazadas. Da una percepcidén de la organizacion de los seres
vivos (Avise 2004) y es la base para el desarrollo de programas
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Figura 4. Dendrograma Neighbour Joining-NJ para un segmento del gen mitocondrial COl. Se muestra el soporte de bootstrap

en los nodos, la escala representa 2% de distancia.

de conservacién y manejo de los recursos biolégicos. Una cla-
sificacién errénea puede conducir a una gestion inadecuada y
provocar la pérdida de especies (Avise 1989, May 1990, O “Brien
& Mayr 1991).
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