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RESUMEN
Los Clausilidae son un grupo de caracoles terrestres que muestran altas tasas
de variacion molecular y adaptaciéon a su medio por lo que son excelentes
modelos para estudios de adaptacion y especiacion. A esta familia pertenece
Andiniastra violascens que fue descrita por primera vez en el valle del rio
Uctubamba (Nordsieck, 2005), sin embargo, la descripcion de esta especie en el
nuevo género Andiniastra se basé unicamente en caracteristicas de la conchilla
y no se han reportado estudios posteriores. Ademas, hasta la fecha tampoco se
cuenta con informacion molecular de otros Clausiliidae peruanos salvo las pocas
secuencias de marcadores nucleares obtenidas por Uit de Weerd & Gittenberger
(2013). Dentro de los esfuerzos del laboratorio de Sistematica Molecular y
Filogeografia de la Unviersidad Nacional Mayor de San Marcos se han logrado
colectar muestras vivas de Peruiniinae provenientes de la selva y sierra peruana,
lo que nos provee mas evidencia morfoldgica y ponen a disposicion el material

genético necesario para estudios a nivel molecular.

En el presente trabajo se realiz6 la caracterizacion molecular de A. violascens
(Amazonas) y se obtuvo su posicion filogenética dentro de la subfamilia
Peruiniinae. Ademas, se aprovecho el material disponible en la coleccion
cientifica de Malacologia del Museo de Historia Natural de la UNMSM para
caracterizar y evaluar molecularmente a los Clausilidae peruanos del género
Cylindronenia (Amazonas) y Symptychiella (San Martin) y a una poblaciéon de

Andiniastra sp. colectada en Cajamarca.

Se estandarizaron los protocolos moleculares necesarios para obtener

secuencias del marcador nuclear 28S rRNA. De esta manera, se obtuvieron por



primera vez secuencias de Andiniastra y Symptychiella, aumentando asi la
cobertura de géneros de Peruiniinae a 40.7% de los 27 géneros descritos para
ese grupo. El analisis de estas secuencias de ADN evidencié que el género
Andiniastra es monofilético y comparte un ancestro comun con el clado
conformado por Andinia (género al que A. violascens fue asignada inicialmente),
Steeriana y Cylindronenia, mientras que Symptychiella estaria formando un
clado muy bien soportado con Zilchiella. Ademas, se generaron secuencias
mitocondriales de COI (28 secuencias) y 16S rRNA (31 secuencias), las cuales
representan las primeras en su tipo para Peruiniinae, que se utilizaron para

evaluar la variacion intraespecifica y la utilidad de ellas como cdodigo de barras.

Finalmente, las diferencias morfolégicas encontradas en el analisis inicial, la
divergencia genética en base a los marcadores COI, 16S rRNA y 28S rRNA, los
cambios hallados en las secuencias aminoacidicas deducidas de COI y los
analisis de estructuras secundarias de 16S rRNA sugieren que Andiniastra sp.
podria ser en realidad un nuevo taxén. Adicionalmente, se realiz6 una calibracién
secundaria del arbol ML y se encontré que A. violascens (Amazonas) y
Andiniastra sp. (Cajamarca) divergieron hace aproximadamente 12.3 millones de
afos lo que concuerda con el periodo de levantamiento acelerado de los Andes
(entre 10 y 5 Ma), evento que pudo haber influenciado en la especiacion de este

género.

Palabras claves : Peruiniinae, 28S rRNA, COI, 16S rRNA, filogenia molecular



ABSTRACT

Clausiliidae is a group of terrestrial snails that show high rates of molecular
variation and adaptation to their environment, making them excellent models for
adaptation and speciation studies. This family includes Andiniastra violascens
which was first described in the Uctubamba river valley (Nordsieck, 2005),
however, the description of this species in the new genus Andiniastra was based
solely on characteristics of the shell and no further studies have been reported.
In addition, to date there is no molecular information from other Peruvian
Clausiliidae except for the few nuclear marker sequences obtained by Uit de
Weerd & Gittenberger (2013). Within the efforts of the laboratory of Molecular
Systematics and Phylogeography of the National University of San Marcos, live
samples of Peruiniinae from the Peruvian jungle and highlands have been
collected, which provides us with more morphological evidence and make

available the necessary genetic material for studies at the molecular level.

In the present work, the molecular characterization of A. violascens (Amazonas)
was carried out and its phylogenetic position was obtained within the subfamily
Peruiniinae. In addition, the material available in the scientific collection of
Malacology of the Museum of Natural History of the UNMSM was used to
characterize and molecularly evaluate the Peruvian Clausilidae of the genus
Cylindronenia (Amazonas) and Symptychiella (San Martin) and a population of

Andiniastra sp. collected in Cajamarca.

The molecular protocols necessary to obtain sequences from the nuclear marker

28S rRNA were standardized. Thus, sequences of Andiniastra and Symptychiella



were obtained for the first time, increasing the coverage of Peruiniinae genera to
40.7% of the 27 genera described for that group. The analysis of these DNA
sequences showed that the genus Andiniastra is monophyletic and shares a
common ancestor with the clade formed by Andinia (genus to which A. violascens
was initially assigned), Steeriana and Cylindronenia, while Symptychiella would
be forming a very well-supported clade with Zilchiella. In addition, mitochondrial
sequences of COIl (28 sequences) and 16S rRNA (31 sequences) were
generated, which represent the first in their type for Peruiniinae, which were used

to evaluate intraspecific variation and their usefulness as barcodes.

Finally, the morphological differences found in the initial analysis, the genetic
divergence based on the COI, 16S rRNA and 28S rRNA markers, the changes
found in the amino acid sequences deduced from COI, and the secondary
structure analyses of 16S rRNA suggest that Andiniastra sp. could actually be a
new taxon. Additionally, a secondary calibration of the ML tree was performed
and it was found that A. violascens (Amazonas) and Andiniastra sp. (Cajamarca)
diverged approximately 12.3 million years ago which is consistent with the
accelerated uplift period of the Andes (between 10 and 5 Ma), an event that may

have influenced the speciation of this genus.

Keywords: Peruiniinae, 28S rRNA, COI, 16S rRNA, Molecular phylogeny



1. INTRODUCCION

Peru es uno de los paises mas megadiversos del mundo por lo que cuenta con
un gran namero de recursos tanto mineros como biolégicos. Especificamente
sobre la biodiversidad en la cuenca de la Amazonia andina (perteneciente a Pera
y Bolivia) sabemos que es una de las zonas mas ricas en especies y rapidamente
cambiantes del mundo, sus caracteristicas climaticas unicas han moldeado una
gran cantidad de especies haciendo que muchos expertos coincidan en que esta
area alberga una tasa extremadamente alta de especies endémicas, quizas la
mayor en el mundo. Sin embargo, es muy poco lo que se conoce acerca de la
distribucion geografica de estas especies y ecosistemas dentro de los limites de
los paises (Swenson et al. 2012).

Investigaciones en grandes grupos de animales son de conocimiento publico y
son indicadores de la riqueza de la regién, por ejemplo, en cuanto a mamiferos,
Peru cuenta con 508 especies nativas, resultando como el tercer pais con la
mayor diversidad de estas especies en el Nuevo Mundo, después de Brasil y
México, asi como quinto en el mundo. De éstas, 65 especies (12,8%) son
endémicas y la mayoria de ellas se encuentran restringidas a las Yungas de la
vertiente oriental de los Andes (39 especies, 60%) seguida de lejos por la Selva
Baja (14 especies, 21,5%) (Pacheco et al. 2009). En cuanto a aves, Peru posee
1835 especies, lo que nos coloca entre los primeros paises en nimero de aves,
de estos, 131 son especies endémicas, 0 sea un aproximado del 7% (Plenge
2010). En cuanto a peces, se estima que existen alrededor de 1300 especies de
peces continentales para el Perd (Ortega et al. 2012) lo que representa
aproximadamente un 20% del total de especies de Sudamérica y que la mayor

parte se encuentra en la cuenca amazonica; en el caso de los Andes se tiene



qgue de las 80 especies registradas por Ortega (1992) que se encuentra a mas
de 1000 msnm, mas de 50 son endémicas (62.5%). En cuanto a plantas, cabe
destacar que los Andes tropicales albergan el doble de cantidad de especies de

plantas que el segundo punto mas diverso en el mundo (Sanin et al. 2016).

Andiniastra violascens es una especie endémica de caracol terrestre que
pertenece a la familia Clausiliidae, familia que se conoce como el grupo de los
“caracoles puerta” (door snails) debido a una caracteristica compartida llamada
clausilium. Fue reportada por primera vez por Hartmut Nordsieck en el afio 2005
basandose en los clasicos marcadores morfologicos de su conchilla,
describiendo un nuevo género con esta Unica especie. Inicialmente, y hasta la
fecha, se le atribuye a Andinia como su género hermano, sin embargo, no se han
registrado estudios posteriores a los realizados para la descripcion original de la
especie.

Los Clausiliidae son un grupo de caracoles terrestres muy importantes ya que
muestran las mayores tasas de variacion molecular y adaptacion a su medio por
lo que son excelentes modelos para estudios de adaptacion y especiacion. Se
han hecho muchos estudios a nivel morfolégico para poder clasificar e inferir
relaciones evolutivas en este grupo de especies alrededor del mundo, sin
embargo en estudios posteriores usando técnicas moleculares se han
evidenciado ciertos conflictos y contradicciones en la filogenia tradicional de esta
familia, por ejemplo, mediante el uso de los marcadores moleculares de los
genes 28S rRNA, H3 y H4, Dennis Uit de Weerd y Edmund Gittenberger (2013)
reportaron que todos los caracteres morfologicos de las conchas, utilizadas en
la clasificacion clasica de Clausiliidae, eran homoplasias a nivel de subfamilia.

En el mismo estudio se realizé una primera filogenia mundial de la familia



Clausilidae en donde utilizaron secuencias de ADN de una cantidad
representativa de especies de cada uno de sus grupos mas importantes, entre
ellas se utilizaron especies de Sudamérica. Sin embargo, aln queda pendiente
dilucidar la posicién filogenética de una cantidad muy importante de especies
peruanas de Clausiliidae.

Dentro de los esfuerzos del laboratorio de Sisteméatica Molecular y Filogeografia,
liderados por la Dra. Rina Ramirez, se han logrado colectar muestras vivas de
diferentes especies de caracoles peruanos, entre ellos a los Clausilidae
provenientes de la selva y sierra del Perq; a diferencia de la mayoria de estudios
previos hechos por otros investigadores, no solo hemos logrado colectar
conchillas sino también a los organismos vivos que nos proveen mas evidencia
morfoldgica y nos dan material genético para estudios a nivel molecular. De esta
manera este estudio es un primer esfuerzo por entender la posicion evolutiva de
Andiniastra violascens dentro de la filogenia mundial de Clausilidae mediante
marcadores moleculares, ademas, de manera indirecta también sera evaluada y
comparada con otro grupo de Clausilidae peruanos que se han colectado en
regiones cercanas para los cuales también es novedoso el uso de métodos

moleculares.



2. MARCO TEORICO

2.1 Los Moluscos Terrestres de Perud: La familia Cla  usiliidae

Los Gasterépodos (Mollusca) son una parte muy importante de muchas
comunidades ecoldgicas, se encuentran dentro de los mas evolutivamente
exitosos grupos animales que habitan la tierra, habitan en casi todos los
ambientes marinos, de agua dulce y terrestres y han alcanzado una gran
diversidad en todas las categorias taxonémicas que solo es superada por los

insectos (Mcarthur & Harasewych 2003).

En cuanto a la cantidad de moluscos terrestres de Peru se reconocen un total de
763 especies (Ramirez et al. 2003) y que, tomando en consideracion que
deberian existir entre 30000 y 35000 especies de caracoles terrestres segun
Solem (1984), constituyen el 2.5% del total mundial. Para América del Sur esto
corresponde a un 38.15% del total de 2000 especies reportadas en el afio 1971,
siendo el pais con mas especies reportadas. En base a esta diversidad, en el
mismo reporte hecho por Ramirez y colaboradores se menciona que la familia
Bulimulidae ostenta el primer lugar en nimero de especies reportadas (424), no
obstante, éstas son solo distribuidas en 15 géneros, que es una cantidad menor
comparada a los 17 géneros en los que estan distribuidas las 75 especies de la
familia Clausiliidae (segunda familia con mas nimeros de géneros registrados).
La familia Clausilidae pertenece a la subclase Pulmonata, orden
Stylommatophora, y se caracteriza por poseer una conchilla con forma de torre
o fusiforme con algunos o muchos pliegues en la apertura, ademas son
facilmente reconocibles porque presentan a menudo una caracteristica
sinapomorfica llamada el aparato clausilial (CA) (Loosjes 1953). Este aparato

clausilial es un complejo aparato de cierre de la apertura formado dentro del



cuerpo del verticilo, su nombre lo debe al clausilium, que es una placa movible a
manera de puerta que esta conectada a la columela por un tallo largo y flexible.
Cuando el tejido suave del caracol se retira, el clausilium cierra la apertura de la
conchilla al descansar sobre las lamelas que son denticulos alargados tipo diente

(Gittenberger 2000).

De acuerdo con Nordsieck (1982), el aparato clasulial (Figura 1) esta conformado
por el clausilium que a su vez esta formado por un tallo “clausilium stalk” (cs) y
una placa “clausilium plate” (cp); una lamela que se puede dividir en lamela
inferior o columelar (il), lamela espiral (spl) y lamela superior o parietal (sul); una
lamela subcolumelar (scl) y, a menudo, una lamela paralelar (pll). Visto
dorsalmente resaltan las siguientes estructuras: a) Plica principal o “principalis”
(pri); b) Plica palatal o “lunellar”: Plica palatal superior “upper plica” (up) con una
parte anterior (ups) y posterior (upp) en presencia de lunella, plica palatal media
o lunella (lun), plica palatal inferior “lower plica” (Ip) con una parte anterior o
“basalis” (bas) y una parte posterior o “subclaustralis” (scs) en presencia de la
lunella; c) Plica palatal mas baja o “sulcalis” (sulc). Ademas, en el caso que
“sulcalis” y “subclaustralis” se encuentren fusionadas o indistinguibles se debe
usar el término “plica palatal posterior baja”. También es comun encontrar una

plica sutural “suturalis” (sut) cerca de la sutura.
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Figura 1. llustracion esquematica del Aparato Clasulial (CA). Vista frontal
“lamella” (izquierda) y vista dorsal “plicae” (derecha). Tomado de Irikov &

Georgiev (2015).

Comparado a otras familias de caracoles terrestres, la familia Clausiliidae posee
una distribucién inusualmente grande (abarcando mas de la mitad de la Tierra)
y ademas extremadamente especiada a nivel local. Se estima que esta familia
es conformada por aproximadamente 1300 especies que generalmente viven en
rocas y cortezas de arboles. Se estima que el ancestro comun mas cercano de
todos los Clausiliidae existentes data entre 54.9 y 108.6 millones de afios (Uit de

Weerd & Gittenberger 2013).



La familia Clausiliidae de caracoles terrestres tiene una distribucion fragmentada
en muchas partes del mundo (Figura 2). Con excepcién de Australia y Norte
América, Clausilidae estan presentes en practicamente todas las areas cuyos
periodos de crecimiento de las plantas (condiciones adecuadas de lluvia y
temperatura) consta de al menos 7 u 8 meses anuales. El Bosque Tropical
Humedo es una excepcion importante ya que, por razones desconocidas, solo
algunos pocos grupos especializados de Clausiliidae han colonizado sus areas
marginales, mientras que el area principal no ha sido colonizada en absoluto.
Todos los 130 taxa descritos de Clausilidae de Sudamérica pertenecen a la sub-
familia Neniinae y Peru viene a ser el centro de diversificacion, ya que 13 de sus
17 géneros descritos contienen solo especies endémicas, incluyendo al género
Andiniastra. La mayoria de los taxa peruanos son de zonas de vegetacion mas
secas. La distribucion geografica de caracteres anatémicos Unicos que
caracterizan grupos de géneros sugiere periodos largos de aislamiento, lo que
contrasta con el patron de dispersién multiple de los linajes de Clausiliidae en
Europa (Szekeres 1984). Actualmente se propone que el ancestro comun mas
cercano de Clausiliidae evolucion6 en Euroasia del oeste, con una caracteristica
apertura apostréfica, y que luego un linaje se desarrollé en Asia, resultando en
Garnieriinae, y uno o dos linajes se convirtieron en Neniinae y Peruiniinae en el

nuevo continente (Uit de Weerd & Gittenberger 2013).
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Figura 2. Distribucion de los siete principales clados de la familia Clausiliidae,
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cada uno de ellos es ahora considerado una subfamilia (Uit de Weerd &

Gittenberger 2013).

Hablando a nivel local, por la cantidad de investigaciones y expediciones hechas
en el Peru, éste se ha convertido en un atractivo centro para estudios en
Clausilidae sudamericanos (Szekeres 1984). En la figura 3 podemos ver la

distribucién de los géneros de Clausiliidae peruanos en el territorio nacional.



Figura 3. Distribucion de los géneros de Clausiliidae en Peru (Szekeres 1984).
La diversidad de géneros estéa indicada por la variedad de simbolos. Las areas

de bosque humedo se encuentran al este de la linea no continua.

2.2 La Subfamilia Peruiniinae Nordisieck, 2005

En el afio 2005, Hartmut Nordisieck hizo una reevaluacion de los Neniinae
peruanos (Gastropoda) donde basados en la evidencia morfoldégica de las
conchas de estos caracoles, atribuyd todos sus géneros a la nueva tribu
Peruiniini y ademas también afilié a los otros géneros de Sudamérica. Se escogio
a Peruinia como género tipo de esta tribu ya que el autor tenia conocimiento por
examinacion personal de la anatomia de la genitalia. Actualmente la tribu

Peruiniini ha sido elevada a la categoria de subfamilia luego de una revision



usando datos moleculares y ahora se le conoce como Peruiniinae, ademas la
forma en la que los Clausiliidae llegaron al nuevo continente, y en especial a
Sudamérica, es aun materia de discusion, pero se alega que ocurrié en algin
momento del Cenozoico temprano, al menos desde hace 40.7 millones de afos

(Uit de Weerd & Gittenberger 2013).

2.2.1 Andiniastra violascens Nordsieck, 2005

Se describid una sola especie para el nuevo género Andiniastra basado
anicamente en caracteres ligados a su concha, lo que fue posible ya que segun
cita el autor “Los caracteres de las conchas de los Clausilidos son, por regla,
suficiente para la clasificacion del género de las respectivas especies”
(Nordsieck 2005). Los caracteres usados fueron el “degollamiento de la concha”
(“Decollation™), “ornamentacion de la concha”, “vuelta corporal” (“Body Whorl"),
“visibilidad de la apostrofe” (“Apostrophy”), “relacion de la lamela superior”
(“upper lamellae™), “relacion de la lamela subcolumelar y linula”, y “desarrollo de
la plica palatina inferior posterior’. Se describid entonces a Andiniastra
violascens (bautizado asi por el color de la concha) como especie tipo de ese
nuevo género acotando que es similar al género Andinia, que es encontrado en
el valle del rio Llaucan al este del rio Marafion, al cual fue afiliado en un primer
lugar y del cual se diferencia principalmente por presentar una concha menos

degollada y una ornamentacion simple en su superficie (Nordsieck 2005).

El holotipo (SMF 328068) fue colectado en el departamento de Amazonas en el
kilbmetro 35 de la carretera de Chachapoyas hacia Pedro Ruiz (06°03.706" S
77°55.042' W) el 28 de marzo del 2004 por J. Hemmen y depositado en el Museo

Senckenberg de Historia Natural de Alemania.



No existen investigaciones posteriores 0 menciones del género Andiniastra ya
sea a nivel anatdmico o molecular, por ejemplo, en la figura 4 podemos observar
el clado sudamericano de la filogenia de la familia Clausiliidae (Uit de Weerd &
Gittenberger 2013), en ella no se usan datos moleculares del género Andiniastra
y ademas hasta la fecha no existen registros de secuencias de ADN de ese
género en la base de datos NCBI. Otra cosa interesante acerca de esta filogenia
es que se pone a disposicion datos de los marcadores 28S rRNA, H3 y H4 de un
espécimen de Andinia taczanowskii perteneciente al que viene a ser el género

tipo de la Tribu Peruiniini (Nordsieck 2005) que fue colectado en Pera.

Figura 4. Extracto de la filogenia de la familia Clausilidae (Uit de Weerd &
Gittenberger 2013) mostrando las especies utilizadas de la tribu Peruiniini

(Clausilidae Sudamericanos).



2.2.2 Cylindronenia cicatricosa leimebambensis Nordsieck, 1999

Descrita en el afio 1999 por Nordsieck por métodos morfolégicos, posteriormente
fue incluida en la filogenia molecular mundial de Clausiliidae (Uit de Weed &
Gittenberger 2013). El holotipo (NNM 59391) fue colectado encima y bajo las
rocas en Leymebamba, departamento de Amazonas, Peru. Este difiere de la
subespecie nominal principalmente por una conchilla mas fusiforme con menos
vueltas, costillas mas estrechamente espaciadas y el lunelar menos
profundamente situado (Nordsieck, 1999). Medidas del holotipo: Altura: 21.2 mm,

Ancho: 5.7 mm, vueltas: 5 y %. Altura de los paratipos (n=5): 20.0 — 23.5 mm.

Figura5.1 -2 C. cicatricosa cicatricosa (Loosjes & Loosjes-van Bemmel, 1989).
3 — 4 C. cicatricosa leimebambensis Nordsieck, 1999. Modificado de Nordsieck,

1999.



2.2.3 Symptychiella Nordsieck, 1999

El género fue descrito por Nordsieck (1999) a partir de algunas muestras de
conchillas provenientes del Museo de Historia Natural de San Marcos (MUSM)
que fueron enviadas al Dr. Loosjes para su identificacion y depositadas en su
coleccion en el Museo Nacional de Historia Natural (NNM) de los Paises Bajos.
Se describié entonces a la especie S. annae como el Unico Clausilidae de
Sudamérica con una apertura no apostroéfica por lo que no se le consideré como
parte de la entonces subfamilia Neniiinae. Ademas era la Unica especie con una
sola lamella en vez de una superior e inferior y con el aparato clausilial tipo G
especial. Actualmente el género Symptychiella es caracterizado por un aparato
de cierre especial parecido al aparato clausilial tipo G de los Clausilidae
europeos pero con diferencias escenciales (Nordsieck 2005). La mayoria de las
especies de Symptychiella han sido descritas entre la provincia de Rioja y
Moyobamba en el departamento de San Martin, y solo unas pocas han sido
descritas en Amazonas cerca a Chachapoyas, ademas la mayoria mide entre 15

y 25 mm.

A continuacion se presenta una lista de especies y subespecies de Symptychiella
descritas hasta el momento, la ubicacién de muchas de ellas se puede observar
en la figura 6. Cabe destacar que no se han reportado estudios realizados con
marcadores moleculares y que lo presentado en este trabajo es informacion

inédita de este tipo para este género.



- Symptychiella (Symptychiella):
Syptychiella (S.) annae Nordsieck, 1999 — Amazonas
Syptychiella (S.) bilamellata Nordsieck, 2005 — San Martin
S (S.) bilamellata laevigata Nordsieck, 2010 — San Martin
S (S.) bilamellata costulata Nordsieck, 2010 — San Martin
S (S.) bilamellata fratermajor Nordsieck, 2010 — San Martin
Syptychiella (S.) fratermajor Nordsieck, 2010 — San Martin
Syptychiella (S.) acuminata Nordsieck, 2010 — San Martin
- Symptychiella (Divanenia) Nordsieck, 2005:
Syptychiella (D.) christae Nordsieck, 2007 — San Martin

Syptychiella (D.) elegantissima Nordsieck, 2005 — San Martin

Figura 6. Distribucion de algunas especies y subespecies de Symptychiella.
Extraido del Mapa 2 de Nordsieck (2010) — S. bilamellata costulata (1, 2y 3), S.
b. laevigata (4), S. fratermajor (4), S. christae (5), S. b. bilamellata (6), S.
elegantissima (6), S. acuminata (7), S. b. gracilicosta (8), S. annae (9 y 10)



2.3 Marcadores Moleculares : COI, 16S rRNAy 28S rRNA

2.3.1 Marcadores moleculares mitocondriales: COIl & 16S rRNA

Dentro de este marco, la identificacion de especies via secuencias de ADN es la
base de la sistematica molecular y el codigo de barras de ADN (Hebert et al.
2003). Actualmente existe una fuerte tendencia al uso de marcadores
mitocondriales para este proposito, en particular a un fragmento del gen
Citocromo C oxidasa subunidad | (COI). Se espera generalmente que los
marcadores mitocondriales puedan proporcionar una éptima resolucion a nivel
de especie porque su herencia materna da como resultado un tamafio de
poblacién efectivo mas pequefio y por lo tanto una fijacibn mas rapida de
mutaciones neutrales (Sonnenberg et al. 2007). A menudo al marcador
mitocondrial COI se le ha agregado informacion del marcador de 16S rRNA para
poder resolver las relaciones entre poblaciones de especies de caracoles
terrestres (Mahmoud & Busais 2012) encontrando que el marcador COl, siendo
un marcador codificante, normalmente evoluciona mas rapido que 16S rRNA
pero sin deleciones o inserciones, ademas el marcador 16S rRNA es mas (util

para resolver las filogenias a nivel basal (Elejalde et al. 2008).

El DNA mitocondrial animal tipico tiene una alta tasa de mutacion y una
economia organizacional excepcional. La alta tasa evolutiva del ADNmt animal
implica que se podrian observar cantidades significativas de variacion de
secuencia en especies estrechamente relacionadas, una caracteristica Gtil para
los procedimientos de identificacién de especies (Li et al. 2014), sin embargo, los
marcadores mitocondriales no siempre reflejan la historia completa de una

especie (Sonnenberg et al. 2007). Por lo tanto, el uso de mdltiples loci, tanto de



origen mitocondrial como nuclear, se ha vuelto conveniente para asegurar la
deteccion de patrones derivados de procesos verdaderos a nivel de poblaciéon y

no solo de la historia especifica de loci (Arbeldez-Cortés et al. 2014).

2.3.2 Marcador molecular nuclear: 28S rRNA

Por regla general, los marcadores nucleares presentan menos variacion
molecular que los marcadores mitocondriales, debido a eso, son usados en
estudios de filogenias de categorias mas divergentes y que cubren una mayor
cantidad de taxa. Es comunmente usado para reconstruir filogenias profundas
en los moluscos, algunos ejemplos son la filogenia de gastropodos realizada por

Wade & Mordan (2000) y la filogenia de bivalvos heterodontos (Taylor et al. 2007)

En cuanto a la secuencia de 28S rRNA (LSU) se sabe que posee una region
diversa en el extremo 5 '(D1 / D2), que sugiere que es util como region de

diagnéstico para la identificacion a nivel especifico (Hirai et al. 2013).

2.4 Empleo de marcadores moleculares en la Sistemat  ica Molecular y

Filogeografia de Clausiliidae

El uso de marcadores moleculares de ADN nos ofrece multiples ventajas en
cuanto a investigacion de la biodiversidad, por ejemplo, el estudio de las
variaciones geograficas de los caracteres dentro de una especie nos brinda una
mirada a su historia reciente, los detalles son luego desvelados cuando los
analisis filogenéticos de las secuencias de ADN son examinados en un marco
de referencia geogréafico (como en el caso de la Filogeografia) (Arbelaez-Cortés
etal. 2014). Ademas, la comparacion de patrones filogeograficos entre especies
nos brinda informacion valiosa y una mejor idea acerca de los procesos que

dirigieron la divergencia de una poblacion en una region, de tal manera que



especies que comparten areas de distribucion deberian haber sido influenciadas
por procesos historicos similares, dando lugar a patrones filogeograficos
concordantes (Avise 2000). De esta forma el uso de marcadores moleculares de
ADN nos ayuda a complementar la informacion que se tiene sobre las especies
gque comprenden nuestros ecosistemas y asi entender los procesos de
especiacion, la situaciéon poblacional, sus relaciones evolutivas con otras

especies cercanas y encontrar el posible origen evolutivo de los taxa.

2.4.1 Codigo de Barras de ADN

Como cualquier otro tipo de informacion molecular, los cddigos de barras de ADN
generan informacion mas no conocimiento (Schindel & Miller 2005), es menester
del investigador usar esta informacién de manera responsable para generar
conocimiento disponible para ser usado de diferentes formas utiles. Los codigos
de barras de ADN son tanto una herramienta Gtil para los taxdnomos, como un
sistema de buen costo-beneficio para que las personas no especialistas, tales
como inspectores de fronteras, puedan asignar especimenes no identificados a
una especie conocida (Schindel & Miller 2005). Los cédigos de barras de ADN
sirven principalmente a dos objetivos: La identificacion de especimenes y el
descubrimiento de nuevas especies. La identificacion de especimenes, Gtil sobre
todo cuando los caracteres morfologicos estan dafiados (de manera parcial o
total) o son engafiosos (como en las especies con dimorfismo sexual), implica
asignar una posicion taxonémica a un espécimen desconocido usando una
biblioteca de referencia de codigos de barras de ADN de especimenes voucher
previamente identificados morfolégicamente por expertos en el tema. Entre
tanto, el descubrimiento de especies mediante cédigos de barras de ADN esta

pensado como una herramienta poderosa de triaje para una primera medicion



de la biodiversidad, separando de manera rapida lo colectado en unidades
parecidas a especies a las que luego se les podran realizar estudios mas

sofisticados de delimitacién de especies (Collins & Cruickshank 2012).

El Sistema de Datos de Cdadigos de Barras (BOLD) es la plataforma de trabajo
virtual mas usada para estos propésitos ya que ayuda a la adquisicion,
almacenamiento, analisis y publicacion de codigos de barras, ademas que posse
una interfaz muy sencilla de entender (Ratnasingham & Hebert 2007). Se han
estandarizado los marcadores por grupo taxonémico, en gastropodos se utiliza
CO1 como marcador principal y 16S rRNA como secundario (figura 7). Hasta el
momento de produccion de este trabajo, en BOLD System se encontraba
depositado un total de 829 secuencias de COL1 provenientes de 133 especies de
Clausiliidae provenientes de 12 paises, las cuales forman un total de 322 grupos
(BINS). Los géneros Montenegrina, Albinaria y Stereophaedusa aportan casi la
mitad de las secuencias depositadas. No se encontraron registros de Clausilidae

de América en esta plataforma.

Figura 7 . Arbol de la vida y los marcadores moleculares estandarizados para
cada grupo (Kress et al. 2014)



2.4.2 Datos moleculares y claves taxonémicas

Existen muchos otros ejemplos sobre la utilidad de contrastar los caracteres
morfologicos clasicos con los moleculares en la familia Clausilidae, por ejemplo
existen investigaciones que han revisado los caracteres del tipo N o G del
aparato clausilial (Van Moorsel et al. 2000; Nordsieck 1979), caracteres del
aparato reproductor (Hirano et al. 2014), tipo de simetria (Fehér et al. 2013) y

forma de la apertura (Uit de Weerd & Gittenberger 2013).

Simetria dextral y Siniestral

La familia Clausilidae, al contrario de lo observado en la gran mayoria de
gaster6podos, posee simetria siniestral, caracteristica rigurosamente
presentada en la mayoria de sus subfamilias menos en Alopiinae donde algunos
de sus géneros presentan especies con simetria dextral. El analisis de la
filogenia molecular del género Alopia, inferida usando COI (Figura 8), ha
revelado multiples e independientes inversiones en la historia evolutiva de esta
subfamilia, es decir, que los taxa dextrales de Alopia no son monofiléticos (Fehér

et al. 2013)



Figura 8. Relaciones filogenéticas basadas en COI contrastado con la
morfologia de la conchilla de Alopia. Se puede observar la ocurrencia paralela
en diferentes clados de esta subfamilia (Fehér et al. 2013)

Forma de la Apertura

La forma de la apertura es uno de los caracteres morfolégicos de la conchilla que
es mas informativo a nivel de subfamilia, de hecho es el més informativo a nivel
de subfamilia de entre cinco caracteres examinados en un estudio que
contrastaba este tipo de informacién con marcadores moleculares (Uit de Weerd
& Gittenberger, 2013). La forma de la apertura puede ser no-apostrofica (Figura
9 - A), semi-apostrofica (Figura 9 — B) o apostrdéfica (Figura 9 - C), que se

relaciona a su similaridad morfolégica con el signo ortografico llamado



“apostrofo”, en el mismo andlisis se llegé a la conclusion de que la forma no-

apostrofica es una condicion apomoérfica para los Clausiliidae del neotrépico.

Figura 9. Conchilla de Clausilidae con apertura no apostréfica (A), semi-
apostréfica (B) y apostrdfica (C) respectivamente (Uit de Weerd & Gittenberger
2013).

2.4.3 Filogenia molecular mundial de Clausiliidae

En el afio 2013, se reunid informacién de secuencias de ADN nuclear (H3, H4 y
28S rRNA) de todas las subfamilias de Clausilidae para realizar una primera
reconstruccion filogenética de nivel mundial de este grupo, demostrando que el
uso de este set de marcadores mitocondriales y nucleares muestra suficiente
resolucion para llevar a cabo una reconstruccion filogenética de ese nivel (Uit de

Weerd & Gittenberger 2013).

Uno de los resultados mas interesantes que se obtuvieron al realizar por primera
vez la filogenia mundial de Clausiliidae es que todos los caracteres morfolégicos
de la conchilla de caracol usados en la clasificacion clasica de Clausiliidae
presentaron homoplasia a nivel de subfamilia, lo que nos insta a reevaluar la

caracterizacion de especies que fueron descritas Unicamente usando caracteres



morfolégicos como lo es en el caso de Andiniastra violascens (Uit de Weerd &

Gittenberger 2013).



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Resolver la posicion evolutiva de Andiniastra violascens dentro de la familia

Clausiliidae.

3.2 Objetivos Especificos

Estandarizar los protocolos para la obtencion de las secuencias de ADN
de los marcadores moleculares COI, 16S rRNA, 28S rRNA de Andiniastra
violascens.

Obtencidon del codigo de barras de ADN de los especimenes de la
localidad tipo de Andiniastra violascens.

Caracterizar la diversidad intraespecifica de Andiniastra violascens en las
poblaciones encontradas.

Analisis de las relaciones evolutivas de Andiniastra violascens con otros
Clausiliidae peruanos utilizando marcadores de ADN nucleares (28S

rRNA) y mitocondriales (COl y 16S rRNA)



4. HIPOTESIS

Hipdtesis Nula

La especie Andiniastra violascens es lejana evolutivamente a las especies del

género Andinia que pertenecen a la subfamilia Peruiniinae de la familia

Clausiliidae.

Hipdtesis alternativa

La especie Andiniastra violascens es mas cercana evolutivamente a las especies

del género Andinia que pertenecen a la subfamilia Peruiniinae de la familia

Clausiliidae.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Zonas de muestreo

Los especimenes de Clausilidae peruanos, incluyendo los de Andiniastra
violascens de la localidad tipo y de otras localidades, fueron colectados dentro
de los viajes realizados con el financiamiento CON-CON del Vicerrectorado de
Investigaciones y del Rectorado en los proyectos de investigacion del laboratorio
de Sistematica Molecular y Filogeografia de la Facultad de Ciencias Biologicas
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos a cargo de la Dra. Rina
Ramirez. La colecta de especimenes de los Clausilidae analizados en este
estudio se llevo a cabo en diferentes puntos de los departamentos de Amazonas,
Cajamarca y San Martin. El muestreo de Andiniastra violascens se realizé en
puntos cercanos al rio Uctubamba y los ejemplares vivos se colectaron cerca al
desvio de la carretera hacia la localidad de Cocachimba en la provincia de
Bongara en el departamento de Amazonas, la distancia entre nuestro punto de
muestreo y el del holotipo original fue de solo 500 metros, y a toda esta zona la
conocemos entonces como la Localidad Tipo (Figura 10). También se colectaron
conchillas a unos 5 km yendo por la autopista desde la localidad tipo hacia
Chachapoyas, los puntos de muestreo y hallazgos se encuentran sefialados en
la Figura 11. Se colectaron especimenes de Andiniastra que mostraban
diferencias que fueron luego analizadas, por lo que se le denominé como
Andiniastra aff. violascens, estas muestras se obtuvieron en los alrededores de
Santo Tomas en la provincia de Cutervo, departamento de Cajamarca (Figura
12). Las muestras vivas de Cylindronenia cicatricosa leimebambensis fueron

obtenidas en Leymebamba en la provincia de Chachapoyas, departamento de



Amazonas (Figura 13), mientras que especimenes de Symptychiella sp. fueron
colectados en Juan Guerra en la provincia de Lamas, departamento de San
Martin (Figura 14). Las coordenadas tomadas en los puntos de muestreos estan

indicadas en la tabla 1.

Tabla 1. Coordenadas de muestreo en este estudio. Las colectas se realizaron

en los puntos sefalados y sus alrededores mediante caminatas de varios

kilbmetros a pie.

Especie

Coordenadas /
Altitud

Descripcién

Andiniastra
violascens

Andiniastra aff.
violascens

Cylindronenia
cicatricosa
leimebambensis

Symptychiella
sp.

06°03'37.00” S
77°55'18.10" W
1433 msnm

06°09'27.00" S
78°41'05.50” W
2076 msnm

06°43'35.00" S
77°48'05.00” W
2465 msnm

06°37'17.00” S
76°22'54.50" W
223 msnm

Localidad Tipo, Provincia de
Bongara, Departamento de
Amazonas

Santo Tomas, Provincia de
Cutervo, Departamento de
Amazonas

Leymebamba, Provincia de
Chachapoyas, Departamento
de Amazonas

Juan Guerra, Provincia de
Lamas, Departamento de San
Martin




Figura 10. Zona de muestreo de Andiniastra violascens. Origen del holotipo SMF
328068 (puntero rojo inferior) y punto de muestreo en este estudio (puntero rojo

superior). Ambos puntos separados por alrededor de 500 metros.



Figura 11. Puntos de muestreo. En el recuadro amarillo se muestra lo que se
encontré en cada punto, también se sefiala el punto de recoleccion del holotipo
original de Nordsieck 2005. La distancia entre el muestreo de organismos vivos

y el de conchillas es de aproximadamente 5 km.



Figura 12 . Zona de muestreo de Andiniastra aff. violascens. Se realizé en los
alrededores de la localidad de Santo Tomas (resaltado), provincia de Cutervo —
Cajamarca, se muestra su cercania al rio Marafion. Las lineas punteadas indican
la frontera entre Amazonas y Cajamarca. En la esquina inferior derecha se ofrece

una escala de 3 km.



Figura 13. Zona de muestreo de Cylindronenia cicatricosa leimebambensis.
distrito de Leimebamba, provincia de Chachapoyas — Amazonas (Puntero rojo),
cerca al rio Marafién. Las zonas punteadas indican las fronteras Cajamarca —

Amazonas (izquierda) y Amazonas - San Martin (derecha).



Figura 14. Zona de muestreo de Symptychiella sp. Cerca de Juan Guerra,

provincia de Lamas — San Martin. Cerca al rio Huallaga.
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Figura 16 . Fotografias de la Localidad Tipo de Andiniastra violascens en la
provincia de Bongara, Amazonas. Paredones y vegetacion junto a la carretera
Chachapoyas — Pedro Ruiz Gallo y al rio Uctubamba.



Figura 17. (A) El rio Marafion y los departamentos de Amazonas (margen
derecha) y Cajamarca (margen izquierda). (B) Fotografia tomada desde Malleta
(Cajamarca), punto cercano a Santo Tomas (Cajamarca).



5.2 Documentacion y preparacion de las muestras bio  logicas para
extraccion de ADN

El material biologico fue obtenido en colaboracion con la Dra. Rina Ramirez y la
colecta se realiz6 de manera directa. Generalmente los individuos se encuentran
en relacion a grandes rocas, ocultdndose entre ellas en las épocas secas para
conservar la humedad. Cada individuo fue caracterizado in situ con la ayuda de
un experto por lo menos hasta el nivel de familia, luego fueron clasificados hasta
el nivel de especie en el laboratorio con ayuda de claves taxonOmicas. Se
anotaron las coordenadas exactas del lugar de cada colecta, asi como sus datos
y caracteristicas. También se anoto la fecha y los colectores. Se realizaron tomas
fotograficas de los individuos en su ambiente natural y también tomas
individuales sobre papel milimetrado con sus etiquetas en el laboratorio. Se cortd
y se separ6 una porcion de musculo del pie de los caracoles para la extraccion
de ADN y se preservaron los individuos en alcohol de 96°, de estas muestras
musculares algunas se extrajeron de inmediato mientras que otras fueron
preservadas en alcohol de 96° y almacenados a 4°C hasta el momento de la
extraccion de ADN asegurando una mejor preservacion del material genético. Se
usaron muestras de 1 mm? de musculo del pie del caracol, tratando de remover
el epitelio y picando las muestras en fracciones mas pequefias con la ayuda de
una cuchilla estéril, si las muestras se encontraban preservadas en etanol de
96°, éstas se rehidrataban en agua destilada para remover los residuos de
alcohol que pudieran contener, el procedimiento en estos casos fue el de colocar
la muestra picada en un tubo de 1.5 mly llenarlo de agua destilada hasta 1 0 1.2
ml, revolver vigorosamente por 30 segundos, centrifugar a 10 000 rpm durante

40 segundos, decantar el agua y ayudarnos de papel toalla limpio o pipetas para



remover la mayor cantidad de liquido posible, luego de este procedimiento la

muestra esta preparada para su extraccion de ADN gendmico.

Tabla 2. Codificacion de los especimenes usados en este estudio

Especie Cdédigos de Extraccion

Andiniastra violascens 098 099 0100 R1 R2 T21 T22 T23 T24

067 068 069 O70 071 O72 T11T12T13
T14

C. cicatricosa leimebambensis ~ ©93 094 095 096 097 T25 T26 T27 T28

Andiniastra aff. violascens

Symptychiella sp. S75 S76 S77 S78

5.3 Fotografias y tomas de Rayos X

Se selecciond una conchilla por especie endémica estudiada, las cuales fueron
medidas y fotografiadas por el autor en el Laboratorio de Sistematica Molecular
y Filogeografia usando un estereoscopio Euromex (Figuras 18, 20 y 21) y una
camara canon it5 (Figura 19). También se tomaron placas de rayos X de las
conchillas de Andiniastra provenientes de Amazonas y Cajamarca en el
Consultorio Dental de la Dra. Maria Huamani Ruiz mediante una maquina de

rayos X digital ORIX 70, usando tiempos de exposicion de 35 o0 40 segundos.



Figura 18. Andiniastra violascens (Altura = 22 mm). AMAZONAS

Fotografia por Jaime Morin.



Figura 19. Andiniastra aff. violascens (Altura = 32 mm). CAJAMARCA

Fotografia por Jaime Morin.



Figura 20 . Cylindronenia cicatricosa leimebambensis (Altura = 22 mm).
AMAZONAS. Fotografia por Jaime Morin.



Figura 21. Symptychiella sp. (Altura = 16 mm). SAN MARTIN.

Fotografia por Jaime Morin.



5.4 Extraccion y Cuantificacion de ADN gendmico

Todos los procedimientos moleculares se realizaron en el Laboratorio de
Sistematica Molecular y Filogeografia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM). La extraccion de ADN
gendmico (ADNg) se realizé mediante el Kit de Extraccion de ADN de

Moluscos de Quiagen siguiendo los protocolos especificados por el fabricante.
Al finalizar la extraccién de ADN, se realizé la cuantificacion molecular mediante
un Nanodrop Lite de Thermo Scientific y se anotaron los valores de
concentracion de ADN ( g/ul) y la relacibn 260nm/280nm (pureza) como
principales indicadores de la calidad del procedimiento. Idealmente las
extracciones de ADN gendmico deben tener una concentracion estandar de
entre 20 y 50 g/ul, y en los casos donde lo extraido superé ese valor, se
realizaron diluciones en un nuevo tubo utilizando un volumen adecuado de lo
extraido y de buffer de elusion (incluido en el Kit de extraccién). Los valores de
la relacion 260nm/280nm (pureza) deberan estar préximos a 2.0 para considerar
que lo extraido no contiene impurezas que puedan degradar el ADN gendémico o

impedir la reaccion de PCR.

5.5 Amplificacion de secuencias de ADN por PCR

Para los estudios de variacion intraespecifica se utilizan los marcadores
mitocondriales citocromo oxidasa C subunidad | (COI) y ARN ribosomal 16S,
ademas la secuencia de COIl nos sirve para la caracterizacion molecular u
obtencion de codigos de barras de la especie. Para los estudios filogenéticos se
utilizé un fragmento del gen 28S rRNA como marcador molecular. La

amplificacion de las secuencias de COI se realizo utilizando los cebadores



universales LCO 1490 y HCO 2198 descritos por Folmer et al. (1994) los cuales
amplifican un aproximado de 700 pares de bases del gen. La amplificacion del
segmento del gen 16S rRNA se realizé utilizando los cebadores 16SF-104 y
16SR-472  descritos por Ramirez (2004) los cuales fueron disefiados
especificamente para moluscos y amplifican una porciéon de aproximadamente
330 pares de bases del gen; estos dos iniciadores han sido utilizados con éxito
en el laboratorio de Sistematica Molecular y Filogeografia de la FCB-UNMSM en
muchos grupos de caracoles terrestres endémicos. Para la amplificacion del
marcador nuclear 28S rRNA se emplearon los dos pares de cebadores utilizados
por Uit de Weerd & Gittenberger (2013) los cuales fueron 28S “S2-1145" y 28S
“1128-2119", estos amplifican secuencias contiguas y se superponen por pocos
pares de bases lo cual permite amplificar una regién aproximada de 1660 pares
de bases en total del gen ribosomal 28S. Ademas, debido a que en algunos
casos los resultados del secuenciamiento de la primera mitad del gen 28S rRNA
“S2 — 1145” no fueron muy buenos, se tuvo que recuperar esa informacién de
otra manera, por lo que se utilizaron los pares de cebadores LSU1 — LSU3 y
LSU2 — LSU4 (Wade & Mordan 2000) para amplificar una region que toma parte
del gen 28S ARNr (incluyendo la region problemética), ITS2 y 5.8S rRNA

(Figuras 22 y 23).



Figura 22. Marcador nuclear 28S rRNA. Esquema de la posicion de los
cebadores en el gen ribosomal 28S rRNA, cada par de cebadores tiene un color
diferente.

Figura 23. Secuencia de ADN nuclear 5.8S rRNA, ITS2 y 28S rRNA de
Andiniastra violascens de cédigo “R2” y los sitios de unién a los cebadores que
se usaron. Los cebadores “hacia delante” estan resaltados en fucsia y los
reversos en naranja. Obtenido con la herramienta “Primer Map” en “Sequence
Manipulation Suite” (Stothard 2000).



Tabla 3. Cebadores usados en este estudio y su origen.

Cebador Direccion  Secuencia (5" — 3) Fuente:

LCO 1490  Forward  GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGL  Folmer et al. (1994)
HCO 2198 Reverse  TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCAL Folmer et al. (1994)
16SF-104  Forward ~ GACTGTGCTAAGGTAGCATAAT Ramirez (2004)
16SR-472 Reverse TCGTAGTCCAACATCGAGGTCA Ramirez (2004)
2851128  Forward ~ CGTCTTGAAACACGGACCAAG o de W fgeéf (‘2‘013)
2852119  Reverse ~ GCTACTACCACCAAGATCTGC giitttg‘f]t\)’\ef I‘?gegg (‘;‘013)
28S - S2 Forward ~ GACCTCAGATCGGRCGAGATTAC giitttg‘f]g’;’ fgegf é‘o 13)
28S-1145 Reverse ~ GAACCTCCACCAGAGTTTCCTC o de W I‘?geg? (‘2‘013)
LSU1 Forward ~ CTAGCTGCGAGAATTAATGTGA \(’gggg)& Mordan
LSU3 Reverse ~ ACTTTCCCTCACGGTACTTG \(’;’Sgg)& Mordan
LSU2 Forward ~ GGGTTGTTTGGGAATGCAGC gggg)& Mordan
LSU4 Reverse ~ GTTAGACTCCTTGGTCCGTG Wade & Mordan

(2000)

Debido a que se esta trabajando con muestras de caracoles endémicos, las

reacciones de PCR fueron realizadas inicialmente a un volumen total de 12.5pl

y luego, cuando los resultados fueron positivos, se repitieron las reacciones a 30

uL de volumen total para su posterior secuenciamiento. La concentracion final

usada en cada mezcla de PCR fue de Buffer TB a 1X, 0.2 mM de dNTPs, 0.2 uM

por cada cebador, 1.5mM de MgClzy 0.04 unidades/ul de Tag DNA polimerasa

y de 1 a2 yL de ADN gendmico (de un stock estandarizado a una concentracion

de aproximadamente 20 ng/m) para obtener de 20 a 40 ng de ADN molde en

cada reaccion. Solo en el caso de los marcadores 28S rRNA (ambos pares de

cebadores) se realiz6 una modificacion del protocolo descrito por Ramirez (2004)

donde se utilizé una concentracion final de MgClzde 0.5 mM.



La amplificacion de los marcadores se realizé en un termociclador 2720 de
Applied Biosystems (ABI) y la programacion fue diferente para cada marcador lo

cual esta detallado en la Tabla 4.

Tabla 4. Ciclaje de la amplificacion por PCR.

Marcador Programa T°C Hibridacion
COl [94°C(30")+Tm (35")+72°C(45™)]x35 48 — 50 °C
16S rRNA [94°C(30")+Tm (35")+72°C(35™)]x35 52°C

28S 1128-2119 [94°C(30™)+Tm (40")+72°C(50")]x35 50.7°C

28S S2-1145 [94°C(30")+Tm (40")+72°C(50™)]x35 53.1°C

LSUL — LSU3 [94°C(307)+Tm (30")+72°C(60")]x35  52°C
LSU2 — LSU4 [94°C(307)+Tm (30")+72°C(60")]x35  52°C

5.6 Visualizacion de amplicones

Se realizaron electroforesis submarinas en buffer TB 0.5X, en geles de agarosa
al 1% o 2% tefiidos con Syber Green al 1%. Cada pocillo del gel se cargo con la
mezcla de 4 ul de cada producto de PCR y 1 ul de buffer de carga, se programo
la fuente de poder durante 30 minutos a 80V para geles al 1% o durante 25
minutos a 105V para geles al 2%. Las bandas se revelaron por exposicion del
gel a un transiluminador Safe Imager 2.0 Blue Light. Para la identificacion de las
bandas se tom6 como referencia un marcador de tamafio molecular de 75-20000
pb de ThermoScientific. Se consideré como resultado positivo cuando se pudo
observar Unicamente una banda luminosa del tamafio esperado en el carril del
gel, lo que significa que solamente ha amplificado el gen de interés mas no otro.
Los tubos de PCR con las reacciones que se consideraban positivas fueron

almacenados a -20°C hasta el momento del secuenciamiento.



5.7 Purificacién de amplicones y secuenciamiento

Los amplicones que cumplen con los estandares esperados (buena resolucion
de banda y sin bandas inespecificas o dobles) para todos los marcadores
empleados, son etiquetados y enviados a la compafiia coreana Macrogen Inc
para su purificacién y secuenciamiento por ambas hebras. Los resultados de las
reacciones de secuenciamiento son recibidos por el laboratorio en diversos

formatos, entre ellas la versidn editable en formato AB1.

5.8 Edicion y Alineamiento multiple de las secuenci as

Se realiz6 la evaluacién y la edicion de los cromatogramas, que son resultado
del secuenciamiento hecho por la empresa Macrogen Inc., en el programa
Chromas Lite (McCarthy 1996). En todos los casos el secuenciamiento se realizé
por ambas hebras (forward y reverse) por lo que, luego de la evaluacion, las
secuencias consenso fueron obtenidas comparando la informacién de ambas
hebras mediante el programa en linea CAP3 (Huang & Madan 1999). De manera
especial, para obtener la secuencia completa del primer fragmento del marcador
28S rRNA, se tuvo que realizar un consenso comparando lo obtenido por los
pares de cebadores “28S S2 — 1145”7, “LSU1 — LSU3" y “LSU2 — LSU4". Para
verificar la obtencion de las secuencias deseadas y evaluar por posible
contaminacion y amplificacion erronea, se hizo un cotejado de nuestras
secuencias con todas las disponibles en el GenBank usando la herramienta Blast
(“Basic Local Alignment Search Tool”) en esta plataforma (Madden, 2002). Todas
los alineamientos se realizaron en ClustalX 2.1 y la edicion de las mismas en

BioEdit.



5.9 Mineria de datos y cobertura de géneros estudia  dos

Se realiz6 una busqueda de secuencias similares a la del marcador 28S rRNA
de la muestra T11 usando la herramienta BLAST (“Basic Local Alignament
Search Tool”) en la base de datos del NCBI (“National Center for Biotechnology
Information”), para poder recuperar secuencias de otros estudios e incluirlas en
nuestro analisis (Figura 24), todas las secuencias recuperadas estaban incluidas
en el articulo publicado por Uit de Weerd & Gittenberger (2013) donde todas

menos una fue informacion inédita en su momento.

Se ha podido recopilar informacion de la existencia de 27 géneros de Peruiniinae,
de los cuales existen 9 secuencias disponibles en GenBank y que se suma a las
2 secuencias inéditas de 28S rRNA, presentadas en este estudio, pertenecientes
a dos geéneros de los cuales no existia informacion de este tipo hasta la fecha.
Cabe mencionar que Cylindronenia cicatricosa leimebambensis fue la unica
especie de la cual obtivimos secuencia de este marcador que también estaba
disponible en Genbank. La cobertura total de géneros incluidos en este estudio
fue de 40.7% de los Peruiniinae (Tabla 5). También se incluyeron dos secuencias

por subfamilia de Clausiliidae como grupo externo (Tabla 6).



Figura 24. Resultados de la busqueda de secuencias parecidas a las que

obtuvimos en la base de datos de NCBI usando BLAST.



Tabla 5. Cobertura de 40.7%. En este estudio se han utilizado secuencias de
28S rRNA de 11 de los 27 géneros de Peruiniini descritos.

Familia Clausiliidae
Subfamilia Neniinae

Tribu Peruiniini

Género En este estudio # Accesion Referencia

Andiniastra Andiniastra violascens NUEVO T22 T24  Este estudio

Andinia Andinia taczanowskii JX098085.1 Uit de Weed &
Gittenberger 2013

Andiniella - - -

Bequaertinenia - - -

Brevinenia - - -

Columbinia - - -

Cyclonenia Cyclonenia gibber JX098079.1 Uit de Weed &
Gittenberger 2013

Cylindronenia Cylindronenia cicatricosa JX098084.1 Uit de Weed &

leimebambensis NUEVO T26 Gittenberger 2013

Ehrmanniella - - -

Gonionenia - - -

Gracilinenia - - -

Incaglaia Incaglaia adusta tumens JX098083.1 Uit de Weed &
Gittenberger 2013

Incania Incania papillosa papillosa JX098078.1 Uit de Weed &
Gittenberger 2013

Hemicena - - -

Leuconenia - - -

Neniaptyx - - -

Neniatracta - - -

Neniella - - -

Neniops - - -

Parabalea - - -

Peruinia Peruinia peruana flachi JX098082.1 Uit de Weed &
Gittenberger 2013

Pfeifferiella - - -

Pseudogracilinenia - - -

Steeriana Steeriana malleolata JX098086.1 Uit de Weed &
Gittenberger 2013

Symptychiella Symptychiella sp. NUEVO S75y Este estudio

S76

Temesa Temesa clausilioides JX098081.1 Uit de Weed &
Gittenberger 2013

Zilchiella Zilchiella scala JX098080.1 Uit de Weed &

Gittenberger 2013




Tabla 6. Secuencias de 28S rRNA de Clausiliidae obtenidas de GenBank que
fueron usadas como grupos externos. Todas las secuencias provienen de Uit de
Weerd & Gittenberger (2013) excepto EU409911.1 (Uit de Weerd, 2008).

Numero de
Subfamilias Especie
Accesion
Garnieria mouhoti JX098074.1
Garnieriinae
Grandinenia ardouiniana JX098075.1
Phaedusinae Hemiphaedusa kosakai JX098065.1
Serrulininae Serrulina serrulata JX098067.1
Neniatlanta pauli JX098072.1
Laminiferinae
Bofilliella subarcuata JX098073.1
Neniinae Nenia tridens EU409911.1
(Tribus Neniini) Nenisca franzi JX098077.1
Lampedusa lopadusae JX098088.1
Alopiinae
Delima hiltrudis JX098102.1
Boettgeria deltostoma JX098107.1

Mentissoideinae

Idyla bicristata JX098110.1




5.10 Caracterizacion de las secuencias

Luego de la verificacion, las secuencias de cada marcador molecular fueron
alineadas usando el programa ClustalX2 (Larkin et al. 2007) y corregidas
manualmente mediante el programa Bioedit (Hall 1999), lo que nos permitid

identificar similitudes entre ellas y reconocer regiones conservadas y variables.

Para evaluar la composicion y proporcion de las bases de cada marcador
molecular, asi como para evaluar si existe saturacion molecular, se utilizo el
programa DAMBE (Xia & Xie 2001). El nUmero de haplotipos e indicadores de
diversidad genética dentro de cada especie fue determinada mediante el
programa DnaSP (Rozas et al. 2003), MEGA 7 (Tamura et al. 2011) y ARLEQUIN
3.5 (Excoffier & Lischer 2010). Algunos estadisticos generales, asi como
imagenes mostradas, fueron obtenidos usando el programa Geneious (Kearse
et al. 2012). Los marcadores mitocondriales se analizaron por separado y en
conjunto; para concatenar los datos se utilizd el programa SequenceMatrix
(Vaidya et al. 2010). También se realiz6 una comparacidén de las secuencias
aminoacidicas predecidas de los marcadores COI de Andiniastra violascens y A.
aff. violascens. El marco de lectura se hall6 utilizando la herramienta de

traduccion de nucleétidos del servidor en linea ExPASY (www.expasy.orq)

donde se seleccion6 el marco de lectura que no presentaba codones de fin de
lectura o “stop codon”. La prediccion de aminoacidos fue llevada a cabo usando
el codigo genético 5 de genoma mitocondrial de invertebrados, y el alineamiento

se realiz6 en MEGAY7, en donde se evidenciaron los cambios.



5.11 Cddigo de barras de ADN

Se obtuvieron parametros comunmente usados en este tipo de estudios, tales
como la covertura del estudio que representa el porcentaje de especies utilizadas
en relacion al total descrito y el “Barcode Gap” o brecha del codigo de barras que
esta definido como la diferencia entra la distancia intraespecifica contra la
interespecifica (vecino mas cercano) de una especie (Meyer & Paulay 2005). La
mayoria de los analisis de codigo de barras se realizaron en la plataforma del
sistema BOLD, para lo que se cred un proyecto privado donde se cargaron las
secuencias de COI de este estudio. Ademas, se construyo la topologia usando
el algoritmo del vecimo mas préximo “neighbour-joining” (NJ) en Mega version 7
(Tamura et al. 2011) bajo el modelo de distancias genéticas de Kimura 2
parametros (K2P) usando la opcién de delecion a pares (“pairwise deletion”) para
el tratamiento de brechas (“gaps”) y datos perdidos. La robustez de la topologia
fue evaluada por andlisis no paramétricos tipo “bootstrap” o de remuestreo

(Felsenstein 1985) con 1000 repeticiones.

5.12 Posicién y origen de  Andiniastra violascens dentro de la familia
Clausiliidae y tiempos de divergencia.

Para develar la posicion de Andiniastra violascens en la familia Clausilidae se
recuperaron todas las secuencias de 28S rRNA de Clausilidae provenientes de
Sudamérica disponibles en la base de datos del GenBank (NCBI) hasta ese
momento, siendo éstas un total de nueve. También se incluyeron dos secuencias
de Clausilidae de los otros grupos descritos por Uit de Weerd & Gittenberger
(2013) como grupo externo. Ademas, solo se conto con las secuencias de COl y
16S rRNA de Clausiliidae peruanos generadas en este estudio, siendo estas las

primeras de su tipo. En total se examinaron cuatro set de datos: COI, 16S, 28S



y el set de datos concatenados COI + 16S, usando PhyML 3.1 (Guindon et al.
2010) para el método de Maxima verosimilitud (MV) y MrBayes v3.2.1 (Ronquist
and Huelsenbeck, 2003) para Inferencia Bayesiana (IB). Para cada gen o
particion, se selecciond y especific6 un modelo de sustitucién y tasa de
heterogeneidad (a) usando el criterio de informacion Akaike (AIC) implementado
en jModeltest 2.1.1 (Posada, 2008) y MrModeltest 2.3 (Nylander, 2004). A parte
de esto, se mantuvieron los modelos y ajustes por defecto de PhyML y MrBayes.
Se realizaron 1000 repeticiones por el método de remuestreo bootstrap para
evaluar el soporte de los nodos de los arboles MV, mientras que el soporte de
los nodos en el arbol IB fue evaluado considerando el nivel de probabilidad
posterior bayesiana de los arboles IB. Los analisis en PhyML no soportaban
particiones (especificacion de un modelo por marcador en el analisis de datos
concatenados) por lo que, para obtener el arbol MV del set de datos
concatenados COIl y 16S rRNA, se usé el modelo y tasa de heterogeneidad
selecionado usando ambos marcadores en conjunto. Cada analisis de MrBayes
consistid en dos corridas simultaneas, cada una empleando cuatro cadenas de
Markov en sus condiciones preestablecidas. Ambas corridas consistieron en 1
000 000 de generaciones con una frecuencia de muestreo de 100. Se evalué
que la desviacion estandar de ambas corridas independientes del analisis MCMC
sea menor 0.01 y se descarto el 25% inicial de todos los arboles generados
(“Burn-in”).  Finalmente, para hallar los tiempos de divergencia entre las
poblaciones de Andiniastra del departamento de Cajamarca y de Amazonas, se
realizd una calibracion secundaria del reloj molecular en MEGA7 usando los
tiempos de divergencia del clado de Peruiniinae descrito en Uit de Weerd &

Gittenberger (2013).



6. RESULTADOS

6.1 Resultados Generales de los Procedimientos Mole  culares

Cuantificacién de ADN

La lista de las muestras de ADN obtenidas, sus codigos de extraccion, valores
de cuantificacion, asi como la lista de secuencias de ADN obtenidas finalmente,
se pueden apreciar en la Tabla 7. La concentracion recuperada promedio fue de
102 ng/uL (min: 17 ng/uL, max: 293 ng/uL) y la recuperacion de ADN fue
notablemente mayor en los individuos de A. aff. violascens (166.32 ng/uL), esto
se debe principalmente a que es la mas grande en tamafio de todas las especies
estudiadas y se pudo extraer mas cantidad de musculo del pie. La calidad de
ADN extraido, evidenciado por la razén de las absorbancias A260/280, cay6 en
elrango de 1.70y 2.0, salvo un par de excepciones, lo cual significa muy buenos
niveles de pureza ya que este cociente deberia estar alrededor de 1.8 segun el
manual. Cabe destacar que aunque en el manual del producto indica que es
suficiente cargar 1.0 nL de ADN al Nanodrop para su cuantificacion, en la
practica fue mas conveniente usar siempre 1.5 niL ya que los valores de las

repeticiones eran muy variables cuando se usaba menos cantidad.



Tabla 7. Resultados de la cuantificacion de ADN vy lista de los marcadores
moleculares secuenciados

Cuantificacion de ADN Marcadores
Especie Cédigo (tamafio molecular)
[ng/ul] A260/280 COl 16S 28S-I1 | 28S-1I LSU LSU
(706) | (339) | (840) | (890) | 1-3 2-4
T21
N T22 30.4 1.71
eg‘lj;rs‘gsrt]rsa T23 84.0 1.80
T24 95.5 1.79
098 17.2 2.08
099 72.0 1.97
0100 41.1 1.84
rl 57.4 1.89
r2 93.2 1.95
T25 63.7 1.82
o T26 446 1.80
T28 31.0 1.79
093 59.9 1.85
094 66.5 2.26
095 65 1.98
096 78.1 1.97
097 36.3 1.97
067 140.6 1.75
068 293.4 1.79
069 155.0 1.80
. 070 141.3 1.72
Andinastra aff. o7l 108.7 1.66
072 242.9 1.79
T11 157.7 1.76
T12 171.2 1.78
T13 130.1 1.78
T14 122.3 1.74
s75 67.1 1.87
s76 331 1.84
Symptychiella s77 532 1.89

sp.

s78 90.3 1.74




Obtencién de amplicones

La amplificacion de los marcadores 16S rRNA y COI tuvo un alto nivel de éxito
utilizando los cebadores y protocolos descritos respectivamente por Ramirez
(2004) y Folmer (Folmer et al. 1994), respectivamente, y que son usados de
manera rutinaria en el Laboratorio de Sistematica Molecular y Filogeografia

(UNMSM).

Figura 25. Gel de electroforesis del marcador 16S rRNA, agarosa 2%,
Tm=52°C, amplicén de aproximadamente 300 pb. Protocolos y cebadores de
Ramirez (2004).



Figura 26. Gel de electroforesis del marcador COI, agarosa 1%, Tm=46°C,
amplicdn de aproximadamente 700 pb. Protocolos y cebadores (Folmer et al
1994), (Ramirez 2004). T25 — T28 con bandas multiples, se soluciond
aumentando la temperatura.

Figura 27 . Gel de electroforesis del marcador 28S-I “1128-2119”, agarosa 1%,
Tm=54°C, amplicon de aproximadamente 900 pb. Cebadores descritos en Uit
de Weerd & Gittenberger (2013). Bandas multiples en todos los amplicones, no
se logro solucionar variando la temperatura de hibridacion.



El marcador 28S rRNA fue obtenido utilizando dos pares de cebadores que
amplifican dos regiones a las que llamamos 28S-I (28S S2 — 1145) y 28S-1l (28S
1128 — 2119) (Uit de Weerd & Gittenberger, 2013). La obtencion de estos
amplicones resultd complicada debido a la presencia de bandas multiples que
no desaparecian realizando modificaciones en la temperatura de hibridacién y
concentraciones de MgClz. Luego de diversos ensayos, se estandarizd un ajuste
en el protocolo utilizado en amplificacion que consistié en la disminucion de la
concentracion final de MgClz de 1.5mM a 0.5 mM. El primer segmento fue casi
imposible de amplificar en una sola banda, asi que usamos otros dos pares de
primers que amplifican el extremo 5" del 28S rRNA (LSU1-3 y LSU2-4) (Wade &

Mordan, 2000).



Figura 28 . Ensayo de gradientes de concentracion de MgCl.. Gel de
electroforesis del marcador 28S-1 “1128-2119”, agarosa 1%, Tm=50°C. El mejor
resultado se obtuvo con concentraciones de 0.5mM y 1.0mM y se opt6 por el
primero en las siguientes reacciones.

Figura 29 . Gel de electroforesis de los dos marcadores 28S “1128-2119" y “S2-
1145”, agarosa 2%, Tm=52°C. Protocolo estandarizado en este estudio
modificando la concentracion de MgCl2de 1.5mM a 0.5mM.



6.2 Caracterizacion de las secuencias de ADN

El analisis de la variacion genética de los marcadores COI, 16S rRNA y 28S

rRNA se puede observar en la Tabla 8. El %GC mas alto lo obtuvo el marcador

28S rRNA y a la vez es el marcador con mas sitios conservados (Figura 32), lo

que se espera para marcadores nucleares, evidenciando asi su utilidad para

filogenias profundas. Los alineamientos también revelaron que aunque el

marcador COIl y 16S rRNA tienen valores similares de identidad a pares y

contenido CG, el marcador 16S rRNA tiene mas regiones sin mutaciones

(Figuras 30 y 31), esto se debe a que 16S rRNA tiene zonas conservadas y

variables debido a su funcion biologica (Kjer 1995). Por la misma razon fue mas

sencillo amplificar el marcador 16S rRNA, lo que se ve reflejado en el nUmero de

secuencias obtenidas (n).

Tabla 8. Variacion genética de los marcadores COI, 16S rRNA y 28S rRNA

Marcador | Longitud | Sec. Sitios Identidad | %CG %A %C %G %T
(pb) (n) idénticos a pares

COl 706 28 483 85.2% 36% 26% | 16.5% | 19.5% | 38%
(68.4%)

16S 339 31 208 81.9% 31.1% | 35.9% | 13.1% | 18% 33%
(61.4%)

28S 1660 26 1333 95.8% 59.5% | 22.4% | 26.5% | 33% | 18.1%
(80.3%)




Figura 30. Alineamiento de las secuencias de COI. Vista esquematica del
alineamiento obtenido usando ClustalX implementado en Geneious. Las areas
grises son los sitios comunes del alineamiento.

Figura 31 . Alineamiento de las secuencias de 16S rRNA. Vista esquematica
del alineamiento obtenido usando ClustalX implementado en Geneious. Las
areas grises son los sitios comunes del alineamiento.



Figura 32. Alineamiento de las secuencias de 28S rRNA. Vista esquematica
del alineamiento obtenido del plug-in ClustalX en el programa Geneious. Las
areas grises son los sitios comunes del alineamiento.

Analisis de la Saturacion Molecular

El analisis de la saturacion molecular realizado en DAMBE, reveldé que las
secuencias de COI habian llegado a la saturacién en cuanto a transiciones pero
no en cuanto a transversiones (Figura 33), mientras que para 16S rRNA no se
evidencio saturacion (Figura34). De igual manera, no se evidencio saturacion
molecular en el marcador 28S rRNA, lo que era de esperar teniendo en cuenta

que es el marcador que posee la menor tasa de evolucion entre los 3 estudiados.

Figura 33 . Andlisis de la saturaciéon molecular en el marcador COI. Grafico del
namero de transiciones y transversiones versus la divergencia genética estimada
con el modelo K80; s: transiciones; v: transversiones.



Figura 34. Andlisis de la saturacion molecular en el marcador 16S rRNA.
Grafico del numero de transiciones y transversiones versus la divergencia
genética estimada con el modelo K80; s: transiciones; v: transversiones.

Figura 35 . Andlisis de la saturacion molecular en el marcador 28S rRNA.
Grafico del numero de transiciones y transversiones versus la divergencia
genética estimada con el modelo F84; s: transiciones; v: transversiones.



6.3 Posicion evolutiva de  Andiniastra violascens en la filogenia de

Clausiliidae a nivel mundial

Se obtuvieron dos secuencias completas del marcador 28S rRNA (segmentos
28S-1y 28S-1l) de Symptychiella sp. (San Martin), una secuencia completa y dos
parciales (solo 28S-1l) de Andiniastra aff. violascens (Cajamarca), una secuencia
completa y tres parciales de Cylindronenia cicatricosa leymebambensis
(Amazonas) y dos secuencias completas y una parcial de Andiniastra
violascens. Para los analisis filogenéticos se incluyeron solo las secuencias
completas del marcador 28S rRNA contando con al menos una secuencia
completa por especie analizada, ademas las secuencias parciales fueron
utilizadas para corroborar que la amplificacion y el secuenciamiento se realiz
de manera adecuada. Las secuencias generadas de 28S rRNA de Symptychiella

y Andiniastra son las primeras para esos géneros.

Los analisis filogenéticos mediante los métodos de Maxima verosimilitud (ML) e
Inferencia Bayesiana (IB) basados en el marcador 28S rRNA revelaron un clado
muy bien soportado que agrupa a Andiniastra de Amazonas y Cajamarca, este
grupo se encuentra, a su vez, cercanamente relacionado a un clado hermano
conformado por Cylindronenia, Steeriana y Andinia (género al que Andiniastra
fue agrupado inicialmente). En el estudio realizado por Uit de Weerd &
Gittenberger (2013) ya se veia una clara agrupacion de Cylindronenia, Steeriana
y Andinia, nuestros analisis revelaron que Andiniastra esta mas cercanamente
relacionado con este clado que con otros clados o géneros dentro de la
subfamilia Peruiniinae, ademas se reveld6 que Symptychiella esta mas
cercanamente relacionado al género Zilchiella que a los demas géneros de

Peruiniinae.



Anéalisis de Maxima Verosimilitud con el marcador 28 S rRNA

Figura 36. Arbol filogenético de méxima verosimilitud (ML) basado en el
marcador nuclear 28S rRNA usando PhyML bajo el modelo GTR+I+G
seleccionado por AIC con JModelTest. Los nimeros de cada nodo corresponden
al soporte bootstrap (1000 repeticiones). El clado Peruiniinae se encuentra
resaltado de verde y los nombres en azul representan las secuencias de este

estudio.



Andlisis de Inferencia Bayesiana con el marcador 28 S rRNA

Figura 37 . Arbol filogenético obtenido por inferencia bayesiana (IB) basado en
el marcador molecular 28S rRNA usando MrBayes bajo el modelo SYM+G
seleccionado previamente para cada uno por AIC en MrModeltest. Se emplearon
1 millon de generaciones con muestreos en intervalos de 100 generaciones y un
bur-in del 25% inicial de arboles generados. La escala representa la distancia
genética y los nodos muestran la probabilidad posterior. El clado Peruiniinae se
encuentra resaltado de verde y los nombres en azul representan las secuencias

de este estudio.



6.4 Relaciones filogenéticas de Peruiniinae revelad as mediante los

marcadores mitocondriales COl y 16S rRNA

Se realizaron filogenias con los marcadores mitocondriales COl y 16S rRNA
mediante los métodos de Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana, para ello
se contd Unicamente con las secuencias de Peruiniinae generadas en este
estudio ya que no se han reportado otras secuencias de este tipo en la
bibliografia. Ademas se utilizaron las secuencias de 16S rRNA y COI de Albinaria
coerulea como grupo externo. Los analisis de maxima verosimilitud e Inferencia
Bayesiana mediante el marcador COI (Figura 38 y 40) no mostraron informacion
relevante debido a la falta de soporte. El analisis de maxima verosimilitud
mediante el marcador 16S rRNA (Figura 39) no mostrg informacion relevante
debido a la falta de soporte, en contraste, el analisis de inferencia bayesiana
(Figura 41) mostro un alto soporte (0.985 de probabilidad posterior) en el clado
gue agrupa Andiniastra violascens con A. aff violascens, y en el clado que agrupa
éstos con Cylindronenia (0.977 de probabilidad posterior). Estos resultados son
los mas cercanos a lo obtenido usando el marcador 28S rRNA. Los datos
concatenados fueron analizados exclusivamente mediante analisis de inferencia
Bayesiana (Figura 42), usando estos dos marcadores a la vez se ha obtenido un
patrén muy similar al obtenido con 16S rRNA pero con un mayor nivel de soporte
en todos los nodos (97% en el nodo que junta a los Andiniastra'y 100% en el que
junta este grupo con Cylindronenia), estos resultados coinciden con lo obtenido
mediante 28S rRNA y es un indicador positivo de su utilidad en futuras filogenias

en Peruiniinae.



Anéalisis de Maxima Verosimilitud

Figura 38. Arbol filogenético de Méaxima Verosimilitud (ML) basado en el
marcador mitocondrial COI. Realizado en PhyML con el modelo GTR+I
seleccionado por el criterio AIC en JModelTest. Los numeros de cada nodo

corresponden al soporte bootstrap (1000 repeticiones).



Figura 39. Arbol filogenético de méxima verosimilitud (ML) basado en el
marcador mitocondrial 16S rRNA. Realizado PhyML con el modelo TPM2uf+G
seleccionado por el criterio AIC en JmodelTest. Los nimeros de cada nodo

corresponden al soporte bootstrap (1000 repeticiones).



Andlisis de Inferencia Bayesiana

Figura 40. Arbol bayesiano (IB) basado en el marcador molecular COI usando
MrBayes con el modelo SYM+G seleccionado por AIC en MrModeltest. Los
numeros de cada nodo corresponden a la probabilidad posterior. Se emplearon
1 millon de generaciones con muestreos en intervalos de 100 generaciones y un
burn-in del 25% inicial de arboles generados. La escala representa la distancia

genética. Los valores en los nodos corresponden a la probabilidad posterior.



Figura 41. Arbol filogenético obtenido mediante inferencia bayesiana (IB)
basado en el marcador molecular 16S rRNA usando MrBayes con el modelo
SYM+G seleccionado por AIC en MrModeltest. Los nimeros de cada nodo
corresponden a la probabilidad posterior. Se emplearon 1 millon de generaciones
con muestreos en intervalos de 100 generaciones y un burn-in del 25% inicial de
arboles generados. La escala representa la distancia genética. Los valores en

los nodos corresponden a la probabilidad posterior.



Figura 42. Arbol filogenético obtenido mediante inferencia bayesiana (IB)
basado en los marcadores concatenados COIl y 16S rRNA usando MrBayes bajo
el modelo SYM+G seleccionado previamente para cada uno por el criterio AIC
en MrModeltest. Los niumeros de cada nodo corresponden a la probabilidad
posterior. Se emplearon 1 milldn de generaciones con muestreos en intervalos
de 100 generaciones y un bur-in del 25% inicial de arboles generados. La escala
representa la distancia genética. Los valores en los nodos corresponden a la

probabilidad posterior.



6.5 Diversidad intraespecifica en Peruiniinae

Se evaluo la diversidad intraespecifica de Andiniastra violascens, A. aff.
violascens, C. cicatricosa leimebambensis y Symptychiella sp. utilizando los
marcadores mitocondriales COI (Tabla 9) y 16S rRNA (Tabla 10). Los analisis de
distancias revelaron muy poca diversidad en ambas poblaciones de Andiniastra
y ningun nivel de diversidad dentro de las especies Symptychiella sp. y C. (c)

cicatricosa en ambos marcadores, se puede ver los valores al detalle en el anexo

n°1.

Tabla 9. Variacion genética de 706 posiciones del marcador molecular COI
realizado en MEGA7; N: niumero de secuencias; h: nimero de haplotipos; S:

namero de sitios segregantes; Ps: S/N; p: diversidad nucleotidica; q: estadistico

theta; Nd: No se puede determinar.

Especie N |h |S |Ps P q D’ Tajima
A. violascens 8 4 |2 0.00283 | 0.001163 | 0.001093 | 0.241783
A. aff. 9 4 |5 0.00708 | 0.002990 | 0.002606 | 0.624961
violascens

C.(© . 7 1 |0 0.00000 | 0.000000 | 0.000000 | Nd
leimebambensis

Symptychiella 4 1 |0 0.00000 | 0.000000 | 0.000000 | Nd

Total 28 [ 10 |223|0.31586 | 0.146754 | 0.081169 | 3.165139




Tabla 10. Variacion genética de 332 posiciones del marcador molecular 16S
realizado en MEGA7; N: numero de secuencias; h: numero de haplotipos; S:
namero de sitios segregantes; Ps: S/N; p: diversidad nucleotidica; q: estadistico
theta; Nd: No se puede determinar.

Especie N |h |[S |Ps p q D’ Tajima

A. violascens 8 1|0 0.000000 | 0.000000 | 0.00000 | Nd

A. aff. 10 |3 |2 0.006024 | 0.001205 | 0.00213 | -1.400851

violascens

C.(© 19 110 0.000000 | 0.000000 | 0.00000 | Nd

leimebambensis

Symptychiella 4 110 0.000000 | 0.000000 | 0.00000 | Nd

Total 31 |6 |126|0.379518 | 0.151095 | 0.09499 | 2.256402
Arboles por el método del vecino méas cercano “Neigh bor-Joining”

Los cladogramas realizados mediante el método del vecino mas cercano (NJ)
muestran que tanto con el marcador COI (Figura 43) como 16S rRNA (Figura
44), todos los individuos de una misma especie se agrupan con un buen nivel de

soporte.



Figura 43. Arbol filogenético segln el método del vecino mas cercano (NJ)
basado en la relacion entre las secuencias del marcador COI obtenidas en este
estudio. L6s cbdigos de las muestras de ADN se encuentran al final del nombre

de la especie.

Figura 44 Arbol filogenético segin el método del vecino méas cercano (NJ)
basado en la relacidon entre las secuencias del gen 16S rRNA obtenidas en este
estudio. Los cbdigos de las muestras de ADN se encuentran al final del nombre

de la especie.



6.6 Codigo de Barras de ADN

Este estudio representa la primera evaluacion molecular de codigos de barras
de ADN de Andiniastra violascens, Cylindronenia cicatricosa leymebambensis y
Symptychiella sp. Se obtuvieron un total de 28 secuencias de una porcion del
gen de citocromo C oxidasa (cédigo de barras de ADN) pertenecientes a estas
especies. Algunos analisis mostrados a continuacion, como el cladograma
circular (Figura 45), fueron realizados en la plataforma del Sistema BOLD en un
proyecto privado, donde puedes almacenar y hacer analisis de las secuencias
que no quieres liberar para publico en general aun, otros analisis fueron

realizados en MEGAY.

Codigos de Barras en el Sistema BOLD

El sistema BOLD genera cédigos de barra ilustrativos de las secuencias en tu
proyecto privado, ademas realiza otros analisis automaticos como el valor %GC,
busqueda de marco de lectura y traduccion de la secuencia. En la figura 46 se
ilustra la capacidad que tiene el marcador COI de generar un cédigo de barras

anico para cada especie.



Figura 45. Cladograma circular por el método del Vecino méas cercano (NJ) de
las secuencias Nucleotidicas de COI bajo el modelo K2P. Obtenido en BOLD
systems.



Figura 46 . Codigos de Barras de las secuencias COI de Peruiniinae.



Distancias genéticas y brecha del cédigo de barras

Se calcularon las distancias genéticas a pares dentro y entre especies utilizando
el modelo de evolucién K2P en el programa MEGA7 (Tabla 11). La distancia
genética a pares promedio fue muy pequeia dentro de todas las especies en
ambos marcadores (rango de 0.0 a 0.003), mientras que la distancia genética
entre especies fue muy alta (de 0.16 a 0.33 en 16S y de 0.21 a 0.24 en COlI).
Ademas se evidencio la brecha del codigo de barras al constatar que la maxima
distancia a pares encontrada dentro de una especie es menor a la distancia

genética de esa especie con la especie mas cercana (Vecino mas cercano).

Tabla 11. Distancias genéticas y brechas en los cédigos de barras. Se evidencia
que la distancia genética a pares maxima dentro de una especie es inferior a la

distancia genética de esa especie con la especie mas cercana.

Distancia Intra- Dilsr:?r:lcia Veci . Distanci
Marcador Especie especifica " no mas istancia
romedio especifica cercano (NN) al NN
: maxima
COl A. violascens 0.001 0.003 A. aff. violascens 0.210
Aall 0.003 0.006 A violascens 0.210
Vi
C. (c) cicatricosa 0.000 0.000 A. violascens 0.211
Symptychiella 0.000 0.000 C. (c) cicatricosa 0.249
16S A. violascens 0.000 0.000 A. aff. violascens 0.161
A T\ff. 0.001 0.006 A. violascens 0.161
violascens
C. (c) cicatricosa 0.000 0.000 A. violascens 0.223

Symptychiella 0.000 0.000 A. violascens 0.333



6.7 Divergencia entre Andiniastra violascens y Andiniastra aff. violascens

6.7.1 Diferencias aminoacidicas

Para hallar el marco de lectura de las secuencias se utilizé la herramienta de

traduccion de nucleétidos en el servidor en linea de ExPASY (www.expasy.orq)

donde se observé que el marco de lectura empezaba en la tercera posicion 5-3’
ya que fue el inico marco de lectura que no presentaba codones de fin de lectura
0 “stop” codon (Figura 47). La prediccién de aminoacidos fue llevada a cabo en
MEGA7 usando el codigo genético 5 de genoma mitocondrial de invertebrados y

se obtuvo una secuencia de 234 aminoacidos (Figura 48).

Figura 47 . Busqueda del marco de lectura de la secuencia de COI de Andiniastra
en EXPASY. Se muestran los seis marcos de lecura, se puede observar muchos
codones de término (“Stop”) en todos salvo en el 5’-3' Marco de lectura 3 (“Fram
3”)'



El alineamiento de aminoacidos reveld cuatro cambios diagnésticos en la
secuencia que diferenciaban a A.violascens de A. aff. violascens (detalles en la
tabla 12) todos estos cambios fueron originados por transversiones en la
secuencia nucleotidica, ademas de que existe un cambio de Timina por Citocina
en la posicién 603 que hace que haya un cambio en la secuencia proteica de
Leucina (L) a Fenilalanina (F) en cinco de las nueve secuencias de A. aff.

violascens.

Tabla 12. Cambios aminoacidicos diagnostico en Andiniastra y los cambios
nucleotidicos en las secuencias de COI que las originaron.

NUCLEOTIDO AMINOACIDO
Posicién A.violascens  A. aff.violascens  A. violascens A. aff.violascens
492 G T Alanina (A) Serina (S)
495 T C Serina (S) Prolina (P)
383 T G Isoleucina (I)  Metionina (M)
386 T C Alanina (A) Glicina (G)

Figura 48. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de Andiniastra. Se
muestran los cuatro cambios diagnésticos resaltados en amarillo. ST: Santo
Tomas (Andiniastra aff. violascens); LT: Localidad Tipo (Andiniastra violascens).
Realizado en MEGAY.



6.7.2 Tiempos de Divergencia

Los tiempos de divergencia se obtuvieron en MEGA7 usando el arbol de maxima
verosimilitud obtenido previamente en PhyML, y como punto de calibracion
secundaria se uso lo obtenido para Peruiininae por Uit de Weer & Gittenberger
(2013) para el MRCA del clado (40.7 Ma: 25.6 — 57.4). Andiniastra violascens

habria divergido de A. aff. violascens hace 12 millones de afos (Figura 49).

Figura 49 . Arbol ML de 28S rRNA de Peruiniinae y Tiempos de Divergencia. Los
nodos representan el tiempo de Divergencia aproximado en Ma. En amarillo se

resalta el clado de Andiniastra.



6.8 Estructura Secundaria de rRNA en Peruiniinae

Se realiz6 una primera evaluacion de la estructura secundaria de un segmento
de la subunidad 16S del gen ribosomal mitocondrial de Peruiniinae obtenidas en
este estudio teniendo como referencia a la estructura secundaria de Albinaria
coerulea (Lydeard et al. 2000). Todas las secuencias de los motivos evaluados
son compartidas sin ninguna mutacién entre individuos de una misma especie.
El motivo F1 resultd diferente solo en C. (C) leymebambensis, el motivo G2 fue
compartido por ambos Andiniastra y las dos especies restantes mostraron su
propio patrén (Figura 50), el motivo G6 fue diferente solo en Symptychiella
(Figura 51), finalmente el motivo G7 muestra un patron diferente para cada

especie, siendo ademas el mas variable de los motivos (Figura 51 y 52).

Figura 50. Motivos F1 y G2 (parcial) de 16S rRNA de Peruiniinae y Albinaria
coerulea. Estos motivos son altamente conservados. F1 y F1' son
complementarios y se unen formando un tallo, la secuencia del medio forma un
bucle.



Figura 51. Motivos G6 y G7 de 16S rRNA de Peruiniinae y Albinaria coerulea.
Estos motivos son altamente conservados. G6 y G6’ son complementarios y se
unen formando un tallo, lo mismo ocurre con G7 y G7’, las secuencias del medio
forma un bucle que varia de 8 a 12 pares de bases en el motivo G7.

Figura 52. Representacion grafica de la estructura secundaria de los motivos G6
y G7 del 16S rRNA de los Peruiniinae estudiados, el bucle del motivo G7 es muy
variable mientras que el de G6 estd muy conservado. Las estructuras fueron
graficadas en la plataforma de internet http://rna.tbi.univie.ac.at/forma/
(Kerpedjiev et al. 2015).




6.9 Diferenciacion morfolégica de  Andiniastra spp.

Andiniastra de Cajamarca fue nombrada como Andiniastra aff. violascens por
que posee las caracteristicas conchologicas del género Andiniastra, como su
caracteristica conchilla ligeramente degollada “decollated shell” y nervada.
Ademas su lamela superior (sul) estd continua con la lamela espiral (spl).
Ademas, estaria relacionada a Andiniastra violascens, la Unica especie descrita
en ese género (Nordsieck, 2005), sin embargo se encontraron algunas
caracteristicas resaltantes que las diferencian y por ello se le denominé como
“Affinis”. La caracteristica mas resaltante que diferencia a Andiniastra violascens
de Amazonas de A. aff. violascens de Cajamarca es la altura, Andiniastra aff.
violascens con 32 mm (Figura 54) es mas grande que Andiniastra violascens
quien posee 22 mm (Figura 53). Incluso es mas grande que el holotipo de
Andiniastra violascens, muestra que tuvo el mayor tamafio de todas las
presentadas por Nordsieck (2005). A. violascens tiene la conchilla de color
violeta rojizo-marron, lo que inspiré el nombre de la especie, mientras que A. aff.
violascens tiene la conchilla de color violeta claro, ambas con estrias blancas o
blanquecinas. Desde la vista frontal se puede observar que ambas poseen una
lamella superior (sul) alta que conecta con la lamella espiral (sl), sin embargo,
la lamella inferior (il) es mas prominente, y por lo tanto evidente, en A. aff.
violascens. En cuanto al clausilio, ambos son distalmente puntiagudos y en
general son muy similares tanto en tamafio como en forma, sin embargo se
puede observar que la placa de A. aff. violascens (Figura 55 - C) es notablemente

mas ancha que el de Andiniastra violascens (Figura 55 - D).



Figura 53. Andiniastra violascens. (Vista aumentada). AMAZONAS

Fotografia por Jaime Morin.

Figura 54 . Andiniastra aff. violascens. (Vista Aumentada). CAJAMARCA

Fotografia por Jaime Morin.



Figura 55 . Estructura interna de Andiniastra aff. violascens, vista dorsal (A) y
frontal (B). Clausilum de Andiniastra aff. violascens (C) y de Andiniastra
vioalscens (D). Fotografia por Jaime Morin.

Las tomas de rayos X en Andiniastra violascens (Figura 56) fueron necesarias
ya que se contdé con poco material concholdogico, mediante éstas pudimos
obtener mas informacion, sin dafiar las conchillas, comparable con las tomas de
rayos X de Andiniastra aff. violascens (Figura 57). Ademas, en la toma dorsal de
ambas Andiniastra (Figura 58), se evidencia una diferencia en la morfologia de
la lunela, la cual se encuentra préxima a la plica principal en A. violascens,

mientras que se aleja de ella en A. aff. violascens.



Figura 56. Rayos X en Andiniastra violascens. Vista frontal (izquierda) y laterales
(centro y derecha). Se observa la lamela inferior (il) y superior (sul). 40 segundos
de exposiciéon



Figura 57 . Rayos X en Andiniastra aff. violascens. Vista frontal (izquierda) y
laterales (centro y derecha). Se observa la lamela inferior (il) y superior (sul). 40
segundos de exposicion.



Figura 58 . Rayos X de Andiniastra violascens (derecha) y A. aff. violascens
(izquierda) en vista dorsal. 35 segundos de exposicion. La forma de la lunela
(lun) y plica principal (pri) es diferente en ambas poblaciones



7. DISCUSION

7.1 Distribucion limitada de  Andiniastra violascens y el efecto del hombre
en su habitat

Las fotos presentadas de la localidad tipo de Andiniastra violascens fueron
tomadas en el afio 2017, se pudo evidenciar que la zona se encuentra muy
proxima a la carretera hacia Chachapoyas, lamentablemente en la busqueda de
la expansion de esa carretera, muchos trabajos de dinamitado se han realizado
en los alrededores, dejando muy pocos lugares intactos, lo que antes era
vegetacion se esta convirtiendo en paredones que en varios tramos son,
ademas, cementados. Esto hace que sea cada vez mas dificil la recoleccion y
estudio de estas especies que son endémicas, y recordando que los tres puntos
de muestreo descritos (los del holotipo original y los organismos vivos de este
estudio y las conchillas encontradas en este estudio) estan dentro de un rango
de 5 km aproximadamente, nos sugiere que esta especie podria tener una
distribucion restringida por lo que serian necesarios mas estudios de indole

biogeografico.

Conocer la situacion actual de esta especie es beneficioso para entender mejor
el ambiente en el que habitan ya que debido a su baja vagilidad, los caracoles
terrestres son ideales para estudios de vicarianza, de dispersion pasiva y como
modelo para estudios de biogeografia de islas, ademas debido a su limitada
tendencia a la dispersion, tienden a dejar huella en los patrones de distribucion

de especies y géneros, incluso en ausencia de barreras obvias (Uit de Weerd et



al. 2016). Sin embargo, la erosion del habitad debido al hombre puede causar
severas restricciones de flujo genético e incrementar la deriva genética aleatoria

en caracoles (Dauda et al. 2018).

7.2 Extraccion de ADN de muestras preservadas de Pe  ruiniinae

Las extracciones de ADN realizadas para este estudio se hicieron a partir de
muestras de caracoles preservadas en alcohol de 95° que fueron colectadas en
las expediciones en el marco de los proyectos de investigacion del laboratorio de
Sistematica Molecular y Filogeografia. La concentracion de ADN promedio
obtenido fue de 102 ng/ul (min: 17 ng/ul, max: 293 ng/ul) y la calidad de ADN
extraido (A260/280) cay6 en el rango de 1.70 y 2.0 lo cual significa muy buenos
niveles de pureza ya que este cociente deberia estar alrededor de 1.8 segun el
manual. A pesar de haber obtenido buenos niveles de recuperacién a partir de
pequeinas piezas musculares de individuos preservados en alcohol 95%, se ha
observado que en Achatina fulicata se ha logrado recuperar cantidades de hasta
2790 ng/m usando una cantidad mucho menor de musculo extrayendo a partir
de muestras frescas (Ayyagari et al. 2015), por lo que se recomienda hacer esto
siempre que sea posible para poder obtener un mayor rendimiento de los mismos

reactivos y esfuerzos.

7.3 Uso de MgCl 2a 0.5M para amplificar el marcador 28S rRNA mediant e los
cebadores utilizados por Uit de Weerd & Gittenberge  r

Uno de los retos mas grandes en la obtencion de las secuencias de 28S rRNA
fue el de su amplificacion por PCR que puede deberse al contenido %GC, el cual

es un problema largamente reconocido e incluso muchas veces la amplificacion



de genes de este tipo no se puede realizar rutinariamente con técnicas normales
de PCR (Kumar & Kaur 2014). En nuestro caso, se traté de amplificar los dos
segmentos del marcador 28S rRNA usando los mismos cebadores descritos por
Uit de Weerd & Gittenberger (2013) ya que funcionaron en los Peruiniinae en los
gue ellos trabajaron, sin embargo en muchos de los casos se tuvo que recuperar
el primer segmento del marcador (28S-I) mediante los cebadores LSU1-3y LSU
2-4 (Wade & Mordan 2000). De igual manera antes de llegar a este punto se
pudieron obtener algunos resultados positivos variando las condiciones de la
PCR. Una alternativa de optimizacién del protocolo de PCR es el uso de aditivos
tipo moléculas organicas en la mezcla de la reaccién de PCR tales como dimetil
sulfato (DMSO) o glicerol (Mammedov et al. 2008), pero preferimos comenzar
con modificaciones que no involucren aditivos por lo que se realizé un ensayo
utilizando diferentes condiciones de sal ya que es uno de los parametros mas
faciles de manipular y que tiene uno de los mayores impactos en los resultados
de la reaccion de PCR. Se sabe que en general la concentracion final de MgClz
usado en una PCR puede ir desde 0.5 mM hasta 5 mM y que la recuperacion de
productos de PCR aumenta cuando se incrementa la concentracion de Mg?* pero
en detrimento de la especificidad (Lorenz 2012). EI cambio medular en el
protocolo descrito por Ramirez (2004) usado de rutina en el laboratorio de
Sistematica Molecualr y Filogeografia fue el de la concentracion de MgClz de
1.5mM a 0.5 mM concentracion final y las nuevas temperaturas de hibridacién

utilizadas.



7.4 Alineamiento de COI, 16S rRNA y 28S rRNA con re ferencias para este
altimo

Incrongruencias en las filogenias de un grupo de estudio hecho por distintos
autores pueden tener multiples origenes, como un pobre o mal alineamiento,
inclusion de secuencias que no reflejan fielmente la filogenia del organismo (por
transferencia horizontal de genes o paralogia) o por el uso de modelos de
evolucion nucleotidica inadecuados (Simion et al. 2017). Solo caracteres
homologos pueden considerarse marcadores significativos en una genealogia,
por lo que la precision de una filogenia, u otro proceso bioinformatico, basada en
datos moleculares depende directamente de la calidad del alineamiento de
secuencias (Kjer 1995), esto es especialmente dificultoso en alineamientos que
presentan muchos indels (inserciones y deleciones). En nuestro caso, los
alineamientos de COI, 16S rRNA y 28S rRNA mostraron pocos indels por lo que
el alineamiento fue hecho de manera satisfactoria adn incluso en los
alineamientos de novo de COIl y 16S rRNA en los que no se contaba con una
secuencia de referencia. Otra referencia importante fue que obtuvimos una
secuencia de 28S rRNA de C. (C) leimebambensis ya que si contamos con una
secuencia de referencia en el GenBank de esta especie, lo que nos facilitd la
examinacion del alineamiento y la eliminacion de posiciones muy variables o
dificultosas que no fueron tomados en cuenta en los andlisis realizados por Uit
de Weerd & Gittenberger (2013), de esa manera aseguramos una correcta
integracion de nuestras secuencias en la filogenia mundial de Clausilidae

descritos por los autores mencionados.



7.5 Estructura secundaria de 16S rRNA de Peruiniina e

El ARN ribosomal es el constituyente principal del ribosoma y es fundamental
para la construccion de proteinas en todas las formas de vida (Cheheda & Kumar
2014). Se sabe que el grado de conservacion de la estructura secundaria del
rRNA es mayor al de sus nucleétidos, por lo que se recomienda que la estructura
secundaria se use como guia al momento de asignar posiciones homoélogas para
estudios filogenéticos (Kjer 1995). Los resultados presentados en este trabajo
son las primeras bases para el estudio de la estructura secundaria de ARN
ribosomal mitocondrial en Peruiniinae ya que no existe, para este grupo, ninguna
secuencia del marcador 16S rRNA en las bases de datos o trabajos previos.
Para realizar esta primera evaluacion, seguimos las notaciones y metodologia
descrita por Ramirez & Ramirez (2010) que es el Unico trabajo de este tipo
realizado para caracoles peruanos que incluyen 5 géneros de Orthalicidos. Se
evaluaron nuestras secuencias por homologia a la estructura secundaria de
Albinaria caerulea (Lydeard et al. 2000), se examiné especificamente el motivo
F1 y los motivos G2 (parcial), G6 y G7 del dominio V, ya que estos presentaban
un alto indice de conservacion.

Se encontré6 que aun teniendo una alta tasa de variacion molecular, las
secuencias mostraban muchos sitios conservados en las secciones de rRNA
estudiadas, lo que es consistente con lo encontrado por Ramirez & Ramirez
(2010), ademéas que cuando la variacion era comparativamente mayor, como en
G7, las mutaciones admitidas logran mantener la estructura secundaria y es
posible que esta tendencia se mantenga en los demas Peruiniini. ES necesario

destacar que nuestra familia de estudio es la misma que la de la especie de



referencia, por lo que se facilitaria la evaluacion en secciones mas dificultosas
de la secuencia.

Las secuencias de ADN de todos los motivos salvo G7 fueron compartidos con
muy pocas mutaciones entre todos los Clausilidae peruanos, se observo que el
motivo mas variable es el G7 con un bucle que va desde 8 a 11 pares de bases.
Todos estos motivos fueron 100% compartidos dentro de cada especie y cabe
resaltar que se encontraron diferencias entre Andiniastra violascens vy

Andiniastra aff. violascens.

7.6 Codigo de barras de ADN

El uso de los cddigos de barras de ADN esta entrando a una nueva fase de
aplicacion ya que cada vez son mas las investigaciones que se suman al uso de
estos marcadores estandarizados para resolver preguntas relacionadas a la
ecologia y evolucidon de sistemas naturales y se esta probando su utilidad para
entender las fronteras de especies y conservacion de la biodiversidad (Kress et
al. 2014). En este sentido es importante que en Peru se genere informacion
molecular comparable a lo que el resto del mundo estad produciendo. Como
codigo de barras se ha propuesto y usado como marcador estandar a un
segmento del gen mitocondrial del citocromo oxidasa C subunidad | (COIl), este
segmento ha sido secuenciado en este trabajo en compafia del gen 16S del
ARN ribosomal ya que ha sido demostrado que es un marcador que posee un
nivel comparable o superior de sitios informativos en grupos como anfibios e
Hydrozoa, y especificamente en moluscos ha sido de mucha utilidad para
resolver relaciones poblacionales y resolver relaciones filogenéticas a nivel de

especies o categorias superiores (Ramirez et al. 2012).



En BOLD System (http://www.boldsystems.org/) se encuentran depositados un

total de 829 secuencias de COIl provenientes de 133 especies de Clausiliidae,

mientras que en GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) existen

registros de 849 secuencias de COIl y 685 de 16S rRNA para este grupo. Sin
embargo, en ninguna de las dos bases de datos se encontraron registros de
Clausiliidae Américanos. El presente trabajo presenta los primeros resultados en
la busqueda de generar una biblioteca de cddigos de barras en el continente, la
covertura de géneros lograda represento en total a 3 de los 27 géneros descritos

para Sudamérica.

Uno de los problemas principales que se puede encontrar al emplear los codigos
de barras es obtener poca resolucion en los marcadores moleculares
empleados, dificultando la discriminacion de los taxa estudiados, esto se debe
en parte a lo variable que es la definicion de especie entre los linajes mayores
gue existen (Kress et al. 2014) y la naturaleza de los caracteres tradicionalmente
usados para la descripcion de sus especies. De esta manera, para conocer el
poder resolutivo de un marcador como codigo de barras de un grupo es
necesario una buena covertura de las especies y géneros que abarcan. En
nuestro caso, cada especie estudiada de la subfamilia Peruiniinae presentd un
codigo de barras unico con pocas variaciones dentro de la especie (variacion
cercana al 0%), ademas, la distancia genética promedio entre las secuencias de
COlI de una especie con su vecino mas cercano en Peruiniinae resultd en 22%,
este valor podria ser usado como una referencia para delimitar especies dentro
de este grupo, aunque siempre es posible que este valor varie un poco dentro
de cada uno de sus géneros ya que se ha encontrado que el tamafio de la brecha

de codigo de barras depende fuertemente del grupo taxondémico (Candek &



Kuntner 2015). Ademas, hay que tener en cuenta que la evaluacion de la
diversidad no solo debe tener en cuenta la informaciéon molecular sino que debe
ir de la mano con estudios morfolégicos hechos por taxbnomos expertos para
evitar errores como la sobre estimacion de la riqueza de especies (Zhang et al.
2017). Por otra parte, se encontrd una diferencia de 21% entre los codigos de
barras de los dos grupos de Andiniastra (Andiniastra violascens y Andiniastra aff.
violascens) lo que es suficiente para darnos un indicio de que es posible asignar

sin dudas un cédigo de barras Unico para cada especie en Peruiniinae.

7.7 Posicion evolutiva de  Andiniastra y Symptychiella en la subfamilia

Peruiniinae y tiempos de divergencia

Los analisis de Maxima Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (IB) basado
en 28S rRNA revelaron que Andiniastra violascens y A. aff. violascens estan mas
cercanamente relacionadas con el clado conformado por Cylindronenia,
Steeriana y Andinia (género al que Andiniastra fue asignado inicialmente;
Nordsieck 2005) que con otros clados o géneros dentro de la subfamilia
Peruiniinae. Ademas, se reveld que Symptychiella estd mas relacionado a

Zilchiella que a los demas géneros de Peruiniinae.

Cabe resaltar que las ligeras diferencias en las topologias que hemos obtenido
con lo realizado por Uit de Weerd & Gittenberger (2013) se puede deber a que
nos basamos en secuencias de 28S rRNA Unicamente, mientras que ellos
también utilizaron secuencias de las histonas H3 y H4, pero también es posible
que las topologias difieran debido a la nueva informacion genética generada. En
general encontramos los mismos dos grupos en Peruiniinae, uno conformado

por Peruinia, Zilchiella y con la nueva adiciobn Symptychiella, y otro grupo



formado por el resto de secuencias, dentro de este ultimo grupo, el clado
conformado por Cylindronenia, Andinia, Steeriana y Andiniastra, pas6 a estar
dentro del clado conformado por Cyclonenia y Temesa, clados que antes

estaban separados.

Una gran variedad de especies y sub especies de Symptychiella fueron descritas
en unas zonas cercanas entre San Martin (cerca y al norte de Rioja) y Amazonas
(al sureste de Chachapoyas) por Nordsieck en el afio 1999, 2005 y 2010
basandose en evidencia morfologica de las conchillas colectadas previamente.
Sin embargo no se ha realizado, hasta el presente trabajo, ningun estudio que
impligue marcadores moleculares por lo que aun queda mucho terreno por
explorar en este campo. Ademas, originalmente Symptychiella fue considerada
COmo un género que no encajaba en la entonces familia Neniinae que englobaba
a los Clausiliidae del nuevo mundo, esto debido principalmente a la forma de su
apertura que era no apostroéfica, asi que siendo el Unico género que presentaba
esta caracteristica se asumié que en esta parte del continente (Sudamérica)
existian dos linajes evolutivos: Los Neniinae apostréficos (apertura en forma de
apostrofo) y los Neniinae no apostroficos (Norsieck 1999), lo que significaba que
Sudamérica habria sido colonizado dos veces por grupos no cercanamente
relacionados. Nuestros resultados basados en evidencia molecular nos dicen
que, a pesar de que este tipo de caracter morfolégico es uno de los mas
confiables para separar grupos de Clausiliidae, no lo es en este caso, ya que se
ha demostrado que Symptychiella si pertenece a la subfamilia Peruiniinae y que
por lo tanto este tipo de apertura habria evolucionado en algun punto a partir de

un Peruiniinae apostrofico, siendo entonces un caracter homoplasico.



Las filogenias obtenidas basandose en el marcador 16S rRNA estuvieron mas
cercanas a lo encontrado usando 28S rRNA gue a la filogenias basadas en COI.
Esto se debe a que el marcador COI presenté saturacion, usualmente COl es un
marcador hipervariable y se utiliza para identificacion de especies y subespecies
mientras que 16S rRNA se utiliza en filogenias de categoria media, o sea, a nivel

de familia (Arif & Khan 2009)

Se ha estimado que Peruiniinae, subfamilia que agrupa a los Clausilidae
sudamericanos (considerada subtribu hasta ese momento), es uno de los clados
mas antiguos de la familia Clausiliidae, siendo 40.7 millones de afios (intervalo
25.6 — 57.4) la edad media de su ancestro comun mas reciente (Uit de Weerd &
Gittenberger 2013). Esta informacion nos ha permitido realizar una calibracion
secundaria que nos dio como resultado un tiempo de divergencia aproximado de
12.3 millones de afios entre las poblaciones de Andiniastra encontradas a ambos
lados del rio Marafidn, A. violascens en el departamento de Amazonas y
Andiniastra aff. violascens en Cajamarca. El levantamiento de los Andes empez6
hace 50 millones de afos con una cronosecuencia de Oeste a Este y de Sur a
Norte por lo que la cordillera del este involucraria los cambios mas recientes
(Reynel et al. 2013). Sin embargo, la mayor parte del levantamiento de los Andes
empezd hace 25 millones de afios, intensificandose entre hace 10 y 5 millones
(Antonelli & Sanmartin 2011). Todo parece indicar que ambas poblaciones de
Andiniastra compartieron un ancestro comun cuando la elevacion de los Andes
no era muy evidente y fue esta elevacion uno de los factores mas importantes

en la diversificacion de este género.



7.8 Posicién taxondmica de Andiniastra aff. violascens

Inicialmente este estudio se centr6 en la especie endémica Andiniastra
violascens de Amazonas, Unica especie del género. Sin embargo, luego se
encontré una poblacion de Andiniastra a 86 km de la localidad tipo en Cajamarca,
a la que se denomind Andiniastra aff. violascens. En las siguientes secciones se
discute la evidencia que respalda las diferencias morfoldgicas inicialmente
encontradas entre las dos Andiniastra, sugiriendo que Andiniastra aff. violascens

podria ser una especie diferente que no se encuentra actualmente descrita.
Distancia Genética

La distancia genética bajo el modelo 2-parametros de Kimura entre Andiniastra
violascens colectado de la localidad tipo en Amazonas y Andiniastra aff.
violascens proveniente de Cajamarca, es de 21% en COl y 16.1% en 16S. Si
bien nos falta referencias en cuanto a este tipo de estudios en Peruiniinae,
nuestros resultados pueden compararse con algunos de los multiples estudios
hechos en la subfamilia Alopiinae, por ejemplo en el género Alopia se ha
observado una divergencia maxima entre sus especies de 13% (Fehér et al.
2013) para COI, mientras que en Albinaria se ha observado una divergencia de
entre 14 — 17.6 % para COl y 5.3 — 9.3 % para 16S rRNA (Kornilios et al. 2015)
y valores de entre 12 y 18% para COI en otro grupo del mismo género (Pall-
Gergely et al. 2012). En otros grupos como en el género Micropontica (Baleinae:
Clausiliidae) se han visto valores mas bajos teniendo una divergencia maxima
entre especies 7.8 — 8.9% para COl y 6.3 — 6.7% para 16S rRNA. (Koch et al.
2016). Como se puede ver, la diferencia genética de las dos poblaciones de
Andiniastra es alta, superando la diferencia genética intraespecifica encontrada

en otros estudios de Clausilidae. Ademas, en nuestro estudio se observo valores



similares de divergencia entre géneros de Peruiniinae (21.1% entre Andiniastra

y Cylindronenia).

Aminoacidos deducidos de la secuencia de COI

El alineamiento de las secuencias aminoacidicas predecidas de las secuencias
COI de Andiniastra revelaron dos patrones diferentes en A. violascens y A. aff
vioalascens, observando un total de 4 cambios entre ellos y que eran
compartidos por todos los individuos de cada grupo sin excepcion. Estas
diferencias muestran una alta divergencia entre estos dos grupos, la suficiente
como para pensar que estamos frente a dos especies diferentes. Podemos
comparar esto con el género Alopia, que es el caso mas cercano que podemos
encontrar, donde se observo una variacion total de 31.4% en 69 haplotipos y, sin
embargo, la mayoria de estas variaciones no afectaban la secuencia
aminoacidica deducida, salvo una mutacion que causaba un cambio de prolina
por alanina en 11 haplotipos y otros siete cambios Unicos vistos en siete distintos

haplotipos (Fehér et al. 2013).

En cuanto a la implicancia biologica de estos cambios aminoacidicos, sabemos
gue nuestra secuencia de nucledétidos codifica al citocromo ¢ oxidasa subunidad
| (COX1), que es una de las tres subunidades que conforman el complejo
respiratorio 1V (nucleo catalitico) de la enzima citocromo ¢ oxidasa (Timén-
Gomez et al. 2018). Al hacer una comparacion en el servidor en linea UnitPro de
nuestra secuencia con la secuencia aminoacidica anotada de Albinaria caerulea
(P48887) vemos que los cambios que hemos encontrado no estan en sitios de
unién a metales, sin embargo, es posible que estos cambios puedan influenciar

en algun grado, de manera directa o indirecta, en las funciones de la enzima.



Diversidad de habitats de Andiniastra spp.

Los habitats que estos dos grupos de Andiniastra ocupan, son muy diferentes,
no solo estan separados por 86 Km de distancia, sino que mientras Andiniastra
violascens de Amazonas habita a aproximadamente 1433 msnm en lo que se
conoce como Bosques Tropicales Estacionalmente Secos (BTES), Andiniastra

aff. violascens habita a 2076 msnm en los Bosques Nublados de Cajamarca.

El levantamiento de los Andes puede incrementar la diversificacion de especies
en muchas formas como, por ejemplo, el incremento de la heterogenidad de
habitats, favoreciendo asi la radiacibn adaptativa. Ademas, también puede
actuar favoreciendo la proliferacién de especies “pre-adaptadas” a condiciones
de montafas, asi como influir en la especiacion alopatrica debido al aislamiento
generado por la formacion de valles profundos y también puede tener un rol en
la generacion de vicarianza geografica entre las poblaciones de ambos lados de
la base de las montafias emergentes (Antonelli & Sanmartin 2011). Andiniastra
aff. violascens se distribuye en la cordillera central, mientras que Andiniastra
violascens se encuentra en la cordillera oriental, debido a la poca vagilidad de
los caracoles terrestres y a las barreras geograficas; lo mas probable es que
ambos grupos de Andiniastra provengan de un ancestro comun que se dividié
en dos linajes debido al levantamiento de la cordillera que empezd hace 50

millones de afios (Reynel et al. 2013).



8. CONCLUSIONES

Andiniastra violascens pertenece a la Subfamilia Peruiniinae, esto esta
basado en los analisis bayesianos y de maxima verosimilitud del marcador
molecular 28S rRNA. Ademas, se encuentra cercanamente relacionada al
clado conformado por Cylindronenia, Steeriana y Andinia.

Symptychiella si pertenece a la subfamilia Peruiniinae, esto basado en el
marcador molecular 28S rRNA, por lo que la apertura no apostréfica
habria aparecido de novo dentro del linaje con apertura apostréfica que
colonizd por Unica vez a Sudamérica y no provendria de una segunda
colonizacion de un linaje no apostrofico.

Andiniastra violascens muestra una divergencia comparativamente alta
con A. aff. violascens tanto a nivel nucleotidico como aminoacidico,
ademas poseen habitats de diferentes caracteristicas, lo cual no se
encuentra descrito.

La divergencia de ambas especies de Andiniastra fue hace
aproximadamente 12.3 millones de afios y la divergencia del género
estaria influenciada directamente con el levantamiento de la cordillera de
los Andes alrededor de ese periodo.

Cada especie de Peruiniinae estudiada mostrd su propio codigo de barras
mediante el marcador COI.

La amplificacion de las secuencias de 16S rRNA y COI se pudo realizar
siguiendo el protocolo y ciclaje descrito por Ramirez (2004), sin embargo
fue necesario una modificacién de la cocentracion final de MgClz de 1.5

mM a 0.5 mM para poder obtener amplicones de 28S rRNA.



9 RECOMENDACIONES
Realizar muestreos mas intensivos de Andiniastra violascens en el
departamento de Amazonas con el fin de obtener muestras de
organismos vivos pertenecientes a diferentes poblaciones para poder
realizar analisis mas profundos a este nivel. Ademas, tener en cuenta que
el avance de la civilizacion esta, probablemente, deteriorando su habitat
a una velocidad acelerada.
Revisar la situacion taxondémica de Andiniastra aff. violascens ya que
nuestros estudios sugieren divergencia suficiente como para ser
considerada una especie separada (la segunda especie del género).
Realizar muestreos en San Martin y Amazonas para recolectar individuos
vivos de las diferentes especies de Symptychiella descritas para poder
develar su situacién poblacional y relaciones filogenéticas utilizando
marcadores moleculares.
Para la amplificacion de los dos segmentos del marcador 28S rRNA
mediante los cebadores utilizados por Uit de Weerd & Gittenberger (2013)
se recomienda utilizar una modificacion al protocolo descrito por Ramirez
(2004) utilizando una concentracion de MgClz de 0.5 mM y a partir de alli,
realizar ensayos de temperatura de hibridacion desde los 50°C hasta
54°C.
Para una mejor calidad en la extracciéon de ADN se recomienda que al
sacrificar los individuos se guarde 1 o 2 mm? de tejido muscular de los
caracoles en alcohol y refrigerarlos hasta el momento de la extraccién de

ADN, si es que no se planea realizar la extraccién en ese momento.



Es necesario el aumento de informacién molecular de este tipo para
estudios filogenéticos mas finos y para estudios de genética de

poblaciones.
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