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Resumen

El Bosque Protector "La Prosperina™ (BPP) en Guayaquil, Ecuador, alberga una rica
biodiversidad de moluscos de agua dulce, aunque su estudio ha sido limitado. El objetivo de
este proyecto es identificar la identidad molecular y morfol6gica de una especie de micro
molusco en el BPP, mediante la validacion de un protocolo de extraccion de ADN y la
comparacion de caracteristicas con las descritas en la literatura. Se recolectaron muestras de
moluscos del género Ferrissia, se extrajo ADN utilizando un protocolo modificado y se
amplifico la region COI mediante PCR. Los datos de secuenciacion fueron analizados con
herramientas bioinformaticas. A pesar de la baja biomasa, el ADN extraido fue suficiente
para una secuenciacion exitosa, identificando a los especimenes como Ferrissia fragilis. El
andlisis filogenético mostré alta similitud genética con otras poblaciones a nivel global. Las
conclusiones resaltan la importancia del BPP para la conservacion de la biodiversidad y la
necesidad de futuros estudios que amplien el conocimiento sobre otras especies de moluscos
presentes. Se recomiendan estudios complementarios sobre la ecologia de estos organismos y
la implementacion de programas de monitoreo genético a largo plazo.

Palabras clave: ADN, secuenciacion, Ferrissia, CO1



Abstract

“La Prosperina” Protected Forest (BPP) in Guayaquil, Ecuador, harbors a rich biodiversity
of freshwater mollusks, although their study has been limited. The objective of this project is
to identify the molecular and morphological identity of a micromollusk species in the BPP by
validating a DNA extraction protocol and comparing characteristics with those described in
the literature. Samples of mollusks from the genus Ferrissia were collected, DNA was
extracted using a modified protocol, and the COI region was amplified by PCR. Sequencing
data were analyzed using bioinformatics tools. Despite the low biomass, the extracted DNA
was sufficient for successful sequencing, identifying the specimens as Ferrissia fragilis.
Phylogenetic analysis showed a high genetic similarity with other populations worldwide.
The conclusions highlight the importance of the BPP for biodiversity conservation and the
need for further studies to expand knowledge about other mollusk species present.
Complementary studies on the ecology of these organisms and the implementation of long-
term genetic monitoring programs are recommended.

Keywords: DNA, sequencing, Ferrissia, CO1



indice general

RESUIMEN ...ttt e st e e e b e e e e s me e e b e e e ne e e nr e e nneeanreennne s 6
S L To! E SRRSO PRURURPRPRRPIN 7
ADTEVIATUFNAS ..ottt et st e sbe e teeseesbeebeeneenneas 10
SIMBDOIOGIA ...ttt bbb bbb ea 10
INAICE B FIGUIAS .......ovececeeee ettt 11
INAICE B TADIAS.........ecveeeececeeieee ettt ettt 12
(@2= T o 11 111 o T ST 13
1.1 INEFOAUCCION ... 13
1.2 DescripCion del Problema........ooooiiiiiiiiiiiee e 13
1.3 Justificacion del Problema.........coooeiiiiiiii 15
1.4 ODJELIVOS ...ttt e e e e e et e e e e e e e e e et aeeaeeaaaaa 16
1.4.1 ODBJetiVo geNEral ......ccoooiiiiiiiiiii 16
1.4.2 Objetivos €SPECITICOS .. ..uuveriiiiieeeei it e e 16

RSN\ - U oTo i =T ] o ot J T 17
(OF= 011 11 ] [0 22 SO S STOS 22
B |V, 1 (oo (o] [0 1 - U PURTOR 22

p B N =T o (] (8 [ RPN 22

P Y LN =] 1 TSP 23

2.3 Descripcion morfolBgiCa ..........oooovvviiiiiii i 23

2.4 EXTracCion de ADN ........uiiiiieiiieeieiiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e e aaas 24

2.5 Calidad de ADN por eleCtrofOresSiS ........uuvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 25

2.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) .......ccoivvieeiiiiiiiiiiii e, 25

2.7 ANALISIS 08 A0S - e e 26



LOF= 011 11 ] [0 OSSR 28
3. ReSUIAAOS Y ANALISIS ....c.vveveeieiie sttt sra e neenae e 28
3.1 ANAlisis MOITOIOQICO ........uueiiiie e e 28

T O ST 1114 = o P 28
3.1.2 Caracteres diagnosticos del género Ferrissia (Walker, 1903) ........cccovvvvvvveeeen. 28
3.1.3 Ferrissia fragilis (Tryon, 1863) ........coeieeeeiiiieiiiiiiie e e e e 31

3.2 Discusién de detalles morfolOgiCoS ........covveeeeeeeiieee e, 34
3.2 ANAlLISIS MOIECUIAN ... 36
3.2.1 Extraccion de ADN de €SPECIMENES. .....ccceiiiiiiiiiiiiie e e e ee e e e e e e e 36
3.2.2 Amplificacion de region COl ...........ciiiiiiiiiiiece e 37

3.3 Andlisis bioinfOrmMALICO.........ccoee i 41
3.4 ANAlISIS FIlOGENELICO.....ccvviiiiii e e e e e e e 43
3.5 Discusidn de relaciones filogenéticas construidas............cccoevvvvvviiiiiieeeeeeeeiiinnnnnn. 47
(O80T 1 11 ] o 0 OSSR 50
4.Conclusiones Y reCOMENAACIONES..........ciiiiriieiiieieiee ettt 50
O A O] Tod [W ] o L= 50

4.2 RECOMENUACIONES ..veeneeee e e ettt et e e e eaeeas 51



Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico
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DNA: Acido desoxirribonucleico

ESPOL.: Escuela Superior Politécnica del Litoral
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PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa
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Simbologia

bp: Pares de bases
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uL: Microlitros
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Capitulo 1

1.1 Introduccion

Los ecosistemas acuéticos de agua dulce representan uno de los entornos mas diversos
y complejos a nivel global. A pesar de que solo representan alrededor del 1% de la superficie
del planeta, estos son capaces de proveer habitat a alrededor del 10% de toda las especies
animales , un tercio de los vertebrados y 40% de las especies de peces (Tockner, 2021). En
Ecuador, un ejemplo de estos ecosistemas es el Bosque Protector "La Prosperina” (BPP), un
bosque seco tropical ubicado en la provincia del Guayas. Este bosque abarca 332.3 hectareas
y presenta una diversidad considerable, incluyendo cuerpos de agua como las albarradas, que
han facilitado la creacion de habitats acuéaticos, fundamentales para la biodiversidad local

A pesar de su gran importancia, la investigacion de los servicios que ofrecen los
ecosistemas acuaticos, acompariado de la biodiversidad que albergan, resulta limitada. En
general, los andlisis bibliométricos realizados por Faghihinia en Freshwater biodiversity at
different habitats: Research hotspots with persistent and emerging theme, sefialan que, a
pesar de la diversidad de habitats que engloban los cuerpos de agua dulce, la mayoria de
estudios cientificos se centran principalmente en el estudio de la biodiversidad en rios y lagos
(Faghihinia et al., 2021). En cuanto a la distribucion geografica de la investigacion, los
estudios mayormente se han focalizado en zonas de paises europeos, los Estados Unidos y
Asia (Ho & Goethals, 2020; Zieritz et al., 2018), lo cual refleja la escasez en la informacién
cientifica en diversas partes del mundo, en particular, en paises en desarrollo. Esto a su vez,
se vincula con la pérdida de biodiversidad que enfrentan estas zonas debido a la
sobreexplotacién de los recursos hidricos.
1.2 Descripcion del problema

Actualmente, los habitats de agua dulce y la gran diversidad de organismos que los

habitan estan bajo creciente presion humana debido a la sobreexplotacion, la alteracion de
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ecosistemas, la construccion de represas y la aparicion de nuevos factores estresantes, como
la contaminacion por productos quimicos, la luz y el ruido. Se ha reportado que las
principales causas de la pérdida de biodiversidad son la alteracion de los flujos, la
contaminacion, la degradacion por urbanizacion y pérdida de habitat, la sobreexplotacion de
especies y las especies invasoras no nativas (Dudgeon et al., 2006). Debido a estos problemas
se ha sugerido que aproximadamente una de cada tres especies de agua dulce presentan riesgo
de extincién en todo el mundo (Collen et al., 2014). En el Bosque Protector "La Prosperina”,
las albarradas, como la albarrada "Cafias", han sido fundamentales en la conservacion de
especies locales al proporcionar cuerpos de agua que mantienen el equilibrio ecologico en la
zona. No obstante, las presiones antropogénicas, sumadas a la falta de investigacion, limitan
el conocimiento sobre la biodiversidad, especialmente en invertebrados como los moluscos.

Los ecosistemas de agua dulce se encuentran catalogados como los ecosistemas mas
amenazados en comparacion con los ecosistemas terrestres o marinos, debido a la gran
pérdida de su habitat se encuentran catalogados como los ecosistemas mas amenazados (W.
Reid et al., 2005). En la regién de Europa y Asia (ECA), estos han presentado una
disminucion de alrededor del 50% de la superficie entre 1970 y 2008 (Gozlan et al., 2019) y
hasta un 64% de su area a nivel global desde 1997 hasta 2001 (IPBES, 2018). En particular,
los humedales han disminuido un 75% en las Gltimas décadas (Tockner, 2021).

Un problema significativo al evaluar el estado de la diversidad en estos ecosistemas es
la escasez de datos sobre los invertebrados de agua dulce, a pesar de que constituyen uno de
los grupos mas abundantes. El estado actual esta disponible s6lo para una minoria de
especies, y resulta desconocido, en gran medida, el impacto de especies exoticas invasoras en
diferentes localidades. Se han descrito mas de 107000 especies de invertebrados de agua
dulce, y aln existen muchas mas sin descubrirse, e incluso cada afio se encuentran nuevas

especies y generos (Balian et al., 2008). Sin embargo, y pese a que se encuentran registrados
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en menor proporcion que los vertebrados, se ha reportado que las poblaciones de
invertebrados de agua dulce se han visto mas afectadas que sus homdlogos terrestres (Reid et
al., 2019).

Considerando la alarmante pérdida de biodiversidad que enfrentan estos ecosistemas,
se presenta como otro gran inconveniente la investigacion sesgada a ciertos grupos
taxonomicos dentro de estos habitats. Los estudios sobre la diversidad en habitats de agua
dulce se enfocan mayormente en taxones como los peces, debido a la abundante informacion
disponible a nivel global y a su importancia como indicadores zoogeograficos en diversos
analisis (Abell et al., 2008; Celi & Villamarin, 2020; Luiza-Andrade et al., 2017). No
obstante, otros grupos importantes como los moluscos, que desempefian un papel crucial en
procesos ecoldgicos como el ciclo de nutrientes y la productividad primaria, estan
subrepresentados en la investigacion. A pesar de ser altamente amenazados, los moluscos han
recibido menos atencion que otros taxones, lo que deja muchas lagunas en el conocimiento
sobre su estado de conservacion y ecologia.

En Ecuador, la biodiversidad de moluscos de agua dulce es poco conocida. La
obtencion de muestras en cantidad y calidad suficiente para la secuenciacién puede ser un
desafio, especialmente si se trabaja con especies no descritas. Este problema es evidente en el
Bosque Protector Prosperina, donde muchas especies atn no han sido estudiadas.

1.3 Justificacion del Problema

La investigacién de la biodiversidad en los ecosistemas acuaticos es crucial para la
conservacion y manejo sostenible de estos habitats. La falta de datos precisos sobre la
diversidad de moluscos y otros invertebrados de agua dulce limita nuestra capacidad para
implementar estrategias efectivas de conservacion. Ademas, la identificacion molecular de
especies es esencial para descubrir especies cripticas y actualizar taxonomias obsoletas

basadas Unicamente en estudios morfoldgicos. EI Bosque Protector Prosperina presenta una
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oportunidad unica para estudiar y describir nuevas especies de moluscos, contribuyendo
significativamente a la bibliografia cientifica y proporcionando datos fundamentales para
evaluaciones globales del estado de la diversidad de especies. A nivel macro, estos estudios
pueden influir en politicas de conservacion y manejo de recursos hidricos, promoviendo la
sostenibilidad y el bienestar humano. Es asi como la investigacion se alinea a los objetivos de
desarrollo sostenible 14, sobre vida submarina y 15, enfocado en la vida de ecosistemas
terrestres, mediante la generacion de conocimiento cientifico, esencial para la conservacion
de la biodiversidad y la sostenibilidad de los ecosistemas acuaticos. Sirviendo de base para
futuros estudios en ecologia, biologia de la conservacion o biologia evolutiva, para fortalecer
la capacidad local de enfrentar los desafios ambientales globales. Y de esa manera, poder un
impacto en politicas y estudios de conservacion y manejo de recursos hidricos, promoviendo
la sostenibilidad y el bienestar humano.
1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Identificar la identidad molecular y morfologica de una especie de molusco en el
Bosque Protector Prosperina (BPP) mediante la obtencidn de muestras de alta calidad y la
secuenciacion genética para la contribucion al conocimiento cientifico local y a la
conservacion de la biodiversidad en Ecuador.
1.4.2 Objetivos especificos

Validar un protocolo de extraccion de ADN de moluscos, asegurando la calidad y
cantidad necesarias para su secuenciacion.

Analizar los datos de secuenciacion utilizando métodos bioinformaticos para la
identificacion molecular de los especimenes

Realizar una descripcion morfologia de los especimenes de micro moluscos presentes

para la determinacion de su identidad basada en caracteristicas externas de la concha.
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Realizar comparaciones morfoldgicas y genéticas con organismos previamente
descritos en la literatura cientifica, identificando posibles novedades de especies descubiertas.
1.5 Marco teorico

Los ecosistemas de agua dulce son criticos para la biodiversidad global,
proporcionando habitat a una gran cantidad de especies y servicios ecosistémicos esenciales
para el bienestar humano (Tockner, 2021). Estos habitats de agua dulces pueden clasificarse
de acuerdo con factores como el tipo de vegetacion que albergan, el grado de penetracion de
luz solar, o la temperatura. Existen dos clasificaciones principales: Los ecosistemas lenticos o
cuerpos de agua estancados, y los ecosistemas 16ticos o de agua que fluye. Siendo asi que,
estos abarcan miles de rios, lagos, humedales, estanques temporales y no temporales, en mas
de 400 ecorregiones (Abell et al., 2008) Ademas, estos proporcionan una amplia gama de
bienes y servicios ecosistémicos que resultan criticos para el bienestar humano, entre los que
se destaca el suministro de agua potable, su valor recreativo y la provision de alimentos
(Green et al., 2015).

El agua dulce es vital para la vida humana y ha influido en la ubicacion de
asentamientos humanos durante milenios (Kummu et al., 2011). Frente a los desafios del
cambio climatico, la actividad industrial y el crecimiento poblacional, la disponibilidad y
gestion futura de este recurso es una preocupacion clave para la sostenibilidad, tal como lo
destaca el Objetivo de Desarrollo Sostenible 6 de las Naciones Unidas (Horvath, 2016).
Actualmente, los ecosistemas de agua dulce estan en peligro y los moluscos que los habitan
son uno de los grupos de fauna mas amenazados del mundo. Motivo por el cual se ha hecho
un llamado urgente para aumentar la investigacion con el fin de conservar estos animales y
sus habitats (Stringer & Prendergast, 2023). Debido a que la biota descrita, aunque no
completamente, es mucho mayor de lo que se esperaria por su area cubierta, los ecosistemas

de agua dulce se convierten en importantes puntos criticos para la biodiversidad, pues



18

cuentan con una cantidad desproporcionadamente grande de especies y de la diversidad
geneética del mundo (Balian et al., 2008).

Dentro de los grupos animales menos estudiados, a pesar de los niveles altos de
extincion reportados (Régnier et al., 2015), y el gran nimero de especies existentes, se
encuentran los moluscos. Actualmente, se han reportado alrededor de 7000 especies validas
de moluscos de agua dulce (Lydeard et al., 2004), dentro de los cuales abundan los
gasteropodos con mas de 4800 especies, siguiendo los bivalvos con aproximadamente 1200
especies (Molluscabase, 2020). Estos organismos cumplen roles muy importantes en los
ecosistemas donde habitan, contribuyendo a diferentes procesos ecolégicos tales como el
ciclo de nutrientes y la productividad primaria, gracias a su accion de pastoreo de algas y su
rol de filtradores (C. C. Vaughn, 2018). Tambiéen contribuyen en la dindmica de los
sedimentos y en la modificacion del habitat (Howard & Cuffey, 2006). En particular, los
organismos tales como los gasteropodos y bivalvos son capaces de consumir materia
organica, algas y bacterias presentes en los cuerpos de agua para regular los niveles de
nutrientes, y de esa manera reducir la concentracion de las particulas suspendidas y la
biomasa de fitoplancton. Por ello, estos grupos representan una piedra angular en la calidad
del agua, la estabilidad y la salud general de estos ecosistemas acuéticos (C. C. Vaughn &
Hakenkamp, 2001). Estas cualidades convierten a los a los moluscos en organismos claves
como indicadores ecoldgicos de los ecosistemas acuaticos (Wu et al., 2017). A pesar de su
importancia ecoldgica, este grupo es considerado altamente amenazado, de ahi que en Europa
el 44% de estas especies estd amenazada con extincion, mientras que en Africa Continental
un 29%, y un 17% en la region Indo-Birmania de estas especies se encuentran amenazadas
(Annabelle Cuttelod et al., 2011) (Seddon et al., 2011) (Kohler et al., 2012); incluso se
estima que existan muchos mas organismos en peligro de extincién alrededor del mundo,

remarcando asi el declive general y el alto nivel de amenaza que presentan estas poblaciones.
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Uno de los principales inconvenientes para realizar estudios globales sobre la riqueza
de moluscos y sus amenazas es la desactualizacion de las fuentes primarias que registran las
especies, sus distribuciones y su biogeografia. Este problema es especialmente evidente en
areas donde la diversidad ha sido poco investigada, lo que, junto con la falta de monitoreo de
la abundancia y el estado de las poblaciones, incrementa el nimero de especies catalogadas
como "Data Deficient" (DD) en los estudios (Béhm et al., 2021). Ademas, el aislamiento y
las condiciones Unicas de los ecosistemas de agua dulce han dado lugar a altos niveles de
endemismo, con muchas especies limitadas a ecorregiones especificas (A. Reid et al., 2019).
Otro factor que dificulta el conocimiento sobre estos grupos es que muchas taxonomias de
moluscos de agua dulce siguen basandose Unicamente en estudios morfoldgicos, sin
actualizaciones que incorporen andlisis moleculares mas recientes (Graf, 2007).

Sudamérica posee una diversa fauna de moluscos no marinos, aunque carece de listas
completas y precisas de las especies nativas. Para lograr determinar de forma estimada esta
riqueza, se podrian combinar los datos de reportados por Pereira sobre la distribucion de
bivalvos en regiones hidrograficas de América del Sur, que registran 168 mejillones de agua
dulce en Sudamérica (Pereira et al., 2014), con los datos reportados para la region neotropical
con 533 gasteropodos de agua dulce (Strong et al., 2008), y las documentaciones realizadas
en Brasil y areas circundantes de 700 caracoles terrestres (Simone, 2006). Estos reportes
suman un total minimo de 1401 especies reportadas. Sin embargo, esta cifra subestima la
verdadera diversidad. Recientes descripciones de nuevas especies e interacciones ecologicas
(Mansur et al., 2019) (Volkmer-Ribeiro et al., 2019) se reconoce que existe una biodiversidad
aun por descubrir, manteniendo asi el hecho de que muchas areas siguen poco exploradas, lo
cual dificulta una estimacién precisa del numero total de especies en el continente. Mas aln,
cuando se habla a nivel local como Ecuador, cuya biodiversidad de moluscos de agua dulce

es poco conocida. En general, se conocen muchos taxones de limitadas localidades, e incluso
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un gran namero de especies no han presentado registro alguno despueés de su descripcion
inicial. Breure en su lista patron de moluscos no marinos del Ecuador, presenta datos
Unicamente de 331 especies, dentro de las cuales 5 se presentan como especies dudosas 0 con
evidencia insuficiente, ‘nomen dubium’ (Breure et al., 2022). Destacando asi la necesidad de
estudios anatdbmicos y moleculares para resolver enigmas taxondmicos locales.

Los estudios moleculares sobre moluscos se han reportado principalmente en paises
europeos (Kruckenhauser et al., 2014), y estos son ain mas escasos cuando se trata de
moluscos de agua dulce (Marrone et al., 2011; Popa et al., 2006). Ademas, las metodologias
empleadas en estos estudios suelen enfocarse en macroinvertebrados con abundante tejido
(Aranishi & Okimoto, 2006;Graterol et al., 2020), lo que resalta nuevamente la dificultad de
estudiar a otros organismos del mismo grupo, como aquellos cuyos tamafios apenas alcanzan
unos pocos milimetros de longitud. De este modo, los estudios moleculares se han limitado
en su mayoria a moluscos de mayor tamafio. Si bien se han elaborado varios reportes sobre
bivalvos y moluscos marinos en Ecuador, los homologos de agua dulce y terrestres han
recibido poca atencion. Una investigacion realizada por Chakraborty (2020) provee una
descripcion de extracciones de ADN genomicos de gasterépodos terrestres y de agua dulce de
localidades de India (Chakraborty et al., 2020). Uno de los escasos estudios realizados a nivel
de sur América, se enfoca en la extraccién de ADN de gasterépodos plagas reportados en
Venezuela (Graterol et al., 2020). Los especimenes usados presentan abundante tejido,
logrando colectar alrededor de 100mg de epitelio para realizar las extracciones de ADN total.
Esto sefiala que se requiere de suficiente biomasa para la efectividad de las metodologias, y
los estudios moleculares.

La secuenciacién genética y el analisis molecular han demostrado ser herramientas
efectivas para descubrir nuevas especies y actualizar taxonomias. Estudios en otras regiones

han revelado especies cripticas y proporcionados datos cruciales para la conservacion de la



biodiversidad acuatica. En el contexto del Bosque Protector Prosperina, estos métodos
pueden ser aplicados para llenar vacios en el conocimiento, identificar posibles nuevas
especies endémicas de la localidad y apoyar el desarrollo de estrategias de conservacion

efectivas.
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Capitulo 2

2. Metodologia

2.1 Area de estudio

El Bosque Protector "La Prosperina™ (BPP) esta ubicado al oeste del Ecuador en la
provincia del Guayas, canton Guayaquil, en las parroguias Chongon y Tarqui, Km. 30.5 de la
via Perimetral, en el campus "Gustavo Galindo" de ESPOL. Es un bosque seco tropical que
abarca 332.3 hectareas y se encuentra en las coordenadas 2°09'03.8"S 79°57'57.1"W. EI BPP
presenta caracteristicas tipicas de los bosques secos ecuatoriales, con una precipitacién media
anual de 1,135 mm y temperaturas que varian entre los 25°C y 27°C (Vera Morales et al.,
2021).

Albarrada “Canas”

Dentro del BPP se han formado albarradas de varios tamafios y formas desde 1984,
como estructuras disefiadas para retener agua, parte de una iniciativa del Ing. Miguel Chavez
(Cadena Cazar & Yanez Rojas, 2009). Entre ellas, la albarrada “Cafias” destaca como un
importante cuerpo de agua que ha contribuido significativamente a la creacion de un
ecosistema diverso. Este reservorio no solo sirve como fuente de agua permanente, sino que
también proporciona un habitat para una amplia variedad de especies de flora y fauna,
apoyando tanto a la fauna residente como migratoria (Castillo Sdnchez, 2021). En el presente
estudio, el muestreo se realiz6 en un punto ubicado en las coordenadas 2°09'29.5"S

79°58'02.9"W dentro de la albarrada “Canias”, vea figura 1.
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Figura 1

Area del Bosque Protector La Prosperina
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Nota. Punto de muestreo dentro del Bosque marcado en negro.

2.2 Muestreo

Se recolectaron de forma aleatoria especimenes de lapas dentro de la albarrada Carias,
del Bosque Protector Prosperina. Se realizaron muestreos manuales en los cuales se colectd
vegetacion y restos organicos del agua de la albarrada. Las muestras colectadas fueron
guardadas en fundas ziplock para su posterior separacion, identificacion de los especimenes
bajo un estereoscopio y extraccion de ADN.

Los organismos completos fueron separadas y colocados en tubos eppendorf de 0.6
ml, suspendidos en agua doblemente destilada, para su posterior almacenamiento a -20 °C y

analisis molecular (Montero-Pau et al., 2008) (S. Vaughn & Jackson, 2022).

2.3 Descripcion morfologica

Los especimenes usados para las observaciones y comparaciones con literatura fueron
separados en laboratorio y conservados en etanol al 70%. Se realizo observaciones con un

estereoscopio digital para la identificacion basada en caracteres conquiologicos.
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Las medidas de las conchas de los especimenes se calcularon usando una cadmara de un
microscopio digital MSAK810-Dinolite con el sofware DinoCapture 2.0.
2.4 Extraccion de ADN

Se realizé la extraccion de ADN gendmico de las muestras de lapas siguiendo el
protocolo HOTSHOT con modificaciones (Montero et al., 2008). Se prepard una solucion de
lisis alcalina compuesta por NaOH 25 mM y EDTA disédico 0,2 mM (pH 8), disolviendo las
sales en agua destilada. Se prepar6 una solucién neutralizante con Tris-HCI 40 mM (pH 5) en
agua destilada.

Debido al tamafio milimétrico de las muestras, se tomo el organismo completo de
forma individual para cada extraccion con la ayuda de una lupa y espatula. Se colocé una
lapa por tubo de 0.6 mL, se agregaron 50 uL del buffer de lisis alcalina. Luego, con una punta
de pipeta se rompi0 el tejido del organismo y se agregaron 5uL de proteinasa K a 2 mg/ml
(Sweeney & Walker, 1993). Se incub6 a 65 °C para activar la proteinasa K durante 30 min
seguido de una segunda incubacién a 95 °C durante 30 min y completar la fase de lisis.

Se realizd un choque termino por 4 min en hielo y se agregaron nuevamente 50 uL de
solucion neutralizante. Se mezcl6 la muestra en un agitador Vortex y se centrifugd
brevemente la muestra por 10 segundos a maxima velocidad. Se transfirieron 80uL del
sobrenadante a un nuevo tubo, limitando la degradacion por presencia de contaminantes en la
muestra.

El tampdn resultante de la combinacion de los dos reactivos consistié en Tris-HCI 20
mM (pH 8,1) y EDTA 0,1 mM, que es similar al tampon de almacenamiento de ADN

tradicional. ElI ADN extraido se almacend a -20°C.
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2.5 Calidad de ADN por electroforesis

Para visualizar las bandas, se utilizé una solucion de TAE 1X con agarosa al 1.2%, a
la que se afiadi6 1 pL de Thiazole Orange Dye al 90% por cada 10 ml. Este colorante actlia
como un intercalante fotosensible para detectar la presencia de ADN frente a la exposicion de
luz UV.

El gel corri6 a una corriente de 100V durante 30 minutos, usando un marcador de 100
pby 1 Kb. En cada pocillo se cargaron 5 uL de ADN y 1 uL de Blue/Orange 6X Loading
Dye para el seguimiento visual de la migracion de las bandas.

2.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se amplificaron fragmentos de las regiones conservadas de la subunidad I de la
citocromo C oxidasa mitocondrial (COI) (Hebert, Cywinska, et al., 2003). Esto se realizd
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), una técnica de amplificacion de
acidos nucleicos que se utiliza para desnaturalizar y sintetizar secuencias de acido
desoxirribonucleico ADN utilizando la enzima ADN polimerasa |. Durante esta reaccion, se
realiza una amplificacion in vitro de millones de veces de una copia unica del fragmento
objetivo, siguiendo las fases de desnaturalizacion, hibridacion/recocido,
elongacidon/amplificacion (Khehra et al., 2024).

Se combinaron 2 sets de primers, fwh2RN-fwhf2 y dghHCO-dgLCO, siendo los
primeros primers con un mayor indice de degeneracién de bases (Zhang et al., 2021; Vamos
etal., 2017). Las mezclas para la reaccion de PCR fueron de 20 pl y se realizaron con 10 pl
de KAPA2G Robust HotStart ReadyMix (5x), 1 uL de primer Forward (10 uM), 1 uL de
primer reverse, 2 uL de BSA (Seroalbumina bovina como estabilizador de la reaccion), 5 uL
de agua ultrapuray 1 uL de ADN del organismo, tal como se observa en la tabla 1.

Para la amplificacion, las condiciones del termociclado fueron: Desnaturalizacion

inicial a 95°C por 3 min, seguido de 30 ciclos de 15s de desnaturalizacion a 95°C, 30 s de
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annealing a 40°C, 15s de extension a 72°C, seguido de una extension final de 1 min a 72°C.
Se establecid un protocolo relativamente corto, debido a la eficiencia y la robustes de la
polimerasa empleada. Los productos de PCR se secuenciaron bajo el método de Sanger

(Sanger et al., 1977), usando un volumen de 50 uL, por la compafia Macrogen (Korea).

Tabla 1
Reactivos y composicion por reaccion con un volumen final de 20 uL
Reactivos Volumen por reaccion (uL)
KAPA2G Robust HotStart ReadyMix (5x) 10
Primers Forward 1
Primers Reverse 1
BSA 2
ADN 1
H20 ultrapura 5

2.7 Anélisis de datos

Las secuencias resultantes se ensamblaron y editaron utilizando el software bioedit
(Sofi et al., 2022) y UGENE (Rose et al., 2019).

Para la inferencia de las relaciones evolutivas a traves de arboles filogenéticos se
utiliz6 el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis, MEGA (Kumar et al., 2008).
Los alineamientos multiples se realizaron con el algoritmo CLUSTAL W de la misma
herramienta. Para la creacion de modelos filogenéticos, se utilizaron métodos de inferencia
por Méxima verosimilitud o Maximum Likelihood (ML).

Todas las secuencias obtenidas de los especimenes de estudio se compararon usando
la base de datos de Genetic sequence database, GENBANK (Benson et al., 2010) y The
Barcode of Life Data System (BOLD) (RATNASINGHAM & HEBERT, 2007). Se buscaron

secuencias similares por medio del alineamiento multiple usando la herramienta BLAST. Se
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tomaron 45 secuencias basadas en el fragmento COIl. Se tomaron 2 especies del género
Acroloxus, agrupadas dentro de la misma familia como outgroup en la construccion
filogenética; basado en los analisis filogenéticos de Walther (Walther et al., 2010) (Walther et

al., 2006a).
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Capitulo 3

3. Resultados y analisis
3.1 Analisis morfoldgico
3.1.1 Sistematica
Orden Mollusca
Clase Gastropoda
Familia Ancylidae
Geénero Ferrissia
3.1.2 Caracteres diagnosticos del género Ferrissia (Walker, 1903)

Concha pateliforme, generalmente elevada, con peristoma de contorno ovado-eliptico
(Basch, 1959). Presenta apice relativamente agudo, marcado por finas estrias radiales que
representan la concha embrionaria (Basch, 1963). Organismo con una pseudobranguia simple
unilobulada que lleva el ano y un sistema reproductor masculino con un flagelo. Ferrissia se
caracteriza por la presencia de lineas radiales en el apice de la concha embrionaria
(protoconcha) (Hubendick, 1964).

La mayoria de las conchas de Ferrissia tienen una apertura regularmente eliptica con
una parte anterior mas ancha y mas subcircular, que se estrecha gradualmente hacia el
extremo posterior. El dpice tiene una terminacion no afilada, ubicada entre el tercio posterior
de la conchay el centro. Se ha reportado una La microescultura apical delicada con las
crestas cruzadas no tan visibles al microscopio 6ptico para Ferrissia sp. (Gémez et al., 2004)
Las conchas también pueden presentarse considerablemente mas aplanadas desde los lados
laterales, provocando una apertura mas alargada, y un apice con mayor desplazamiento hacia

la derecha, figura 2a.
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Asi mismo, se han observado especies de este género con presentaciones de conchas mas
aplanadas en el plano dorsal-ventral, y aperturas mas ovaladas con el ancho maximo en la

mitad del cuerpo de la concha, figura 2b, (Tokinova, 2012).

Figura 2

Observacion de dibujos comparativos de entre F. fragilis y F. rivularis
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Nota. Muestras de F. fragilis (A) del lago Kaban, Kazan y F. rivularis (B) del lago Crystal, Benton. Extraidos

de (Walther et al., 2010) y (Tokinova, 2012)

Los especimenes analizados presentan una mancha de pigmentacién oscura
concentrada en la region anterior del techo del manto, figura 3a-b. Esta pigmentacion en el
techo del manto se encuentra ubicada entre las dos cicatrices musculares anteriores en
descripciones de F. fragilis; la cicatriz muscular anterior derecha es alargada y colocada
transversalmente en relacion con la linea media del cuerpo, figura 8d (Lacerda et al., 2015)
También cuenta con varias manchas pequerias dispersas de pigmentacion oscura en la cabeza,
ver figura 8c. El manto es transparente, lo que permite la visualizacion de los 6rganos

internos.
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Figura 3

Vista superior de especimenes analizados

Nota. a-b Vista dorsal de la concha, mostrando la mancha de pigmentacion (Mp) ubicada en la region anterior
del manto. c.Vista dorsal de partes blandas del organismo d. llustracion de Lacerda del patrén de las cicatrices

musculares de F. fragilis (Lacerda et al., 2015).
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Los tentaculos de los especimenes son cortos y redondeados, con una base que tiende
a ser triangular (ver Figura 4a; caracteristica que los distingue de los de otros géneros como
Gundlachia Pfeiffer, 1849, que poseen tentaculos largos, de casi el doble de longitud que los
tentaculos de Ferrissia (Lacerda et al. 2011, 2013). Poseen un pie corto y redondeado, cuyo

su extremo posterior no sobresale del caparazdn del organismo en vida (ver Figura 4b

Figura 4

Vista ventral de los organismos

Nota. Los ojos (Oj) estan ubicados en la base del par de tentaculos (Tn). EI manto y el borde del manto (BM) se

observa transparente. El pie (P) no supera el margen posterior.

3.1.3 Ferrissia fragilis (Tryon, 1863)

Las conchas de esta especie se presentan como delgadas y traslucidas en comparacion
a otras especies como F. rivularis (Dillon & Herman, 2009). Estas muestran un
desplazamiento de la parte superior de la concha hacia la derecha respecto a su eje
longitudinal, figura 5; caracteristica las hace distinguibles de otras especies del género

Acroloxus y Ancylus.
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La longitud de las conchas de F. fragilis varia de 1,2 a 3,5 mm, y el tamafio maximo
de F. fragilis alcanza los 3,7 mm. (Tokinova, 2012). Siendo esta una de las especies mas
pequefias, cuya longitud total no supera los 4mm (Tryon, 1863) . Datos correspondientes a las
medidas obtenidas en este estudio, ver figura 6.

En el estudio, se tomaron 2 medidas de la concha en las muestras criadas en cultivo.
La longitud estandar se tomé como la dimension més larga de la concha, y el ancho fue la

dimension maxima perpendicular a la longitud en el plano del sustrato (McMahon, 2004).

Figura5

Vista dorsal de las conchas de especimenes de estudio.

Nota. a-b Observacion de apice desplazado a la derecha respecto a eje longitudinal. Conchas traslucidas c. Vista

dorsal de la concha de F. rivularis. Extraida de la coleccion del proyecto “The Freshwater Gastropods of North

America”, FWGNA, 2019.
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Figura 6

Medidas conquioldgicas de especimenes

Notas. a. Espécimen con dimensiones mas pequefias. B. Espécimen con las medidas maximas dentro del

estudio. DL1: Ancho. DLO: Longitud. FLO: Regla 2mm

Se consideran las descripciones del apice de la concha como caracteristicas claves en
su identificacion a nivel de especie. F. fragilis se describe con un apice elevado, agudo a
semiagudo, curvado hacia atras, con aproximadamente 2/3 de la concha anterior a él (Tryon,
1863).

Los organismos estudiados presentan esas caracteristicas, asi como una excentricidad
del dpice méas pronunciada, con orientacion hacia abajo y posterior a la cuspide de la concha;
caracteristica que ha permitido su distincion de F. rivularis. En la figura 7 se observan como

los especimenes comparten rasgos distintivos del apice con el holotipo de F. fragilis.
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Figura 7

Vista lateral comparativa de especimenes

Nota. a. Fotografia lateral de referencia de coleccion de museo del espécimen F. rivularis designada como
sintipo. b. Fotografia lateral de referencia de coleccion de museo del espécimen F. fragilis designada como

holotipo. c. Vista lateral de concha de especimenes colectados. Regla representa 1mm.

3.2 Discusién de detalles morfol6gicos

La familia de lapas de agua dulce Ancylidae se encuentra entre los gasterépodos de
agua dulce méas omnipresentes, distribuidos en casi todos los continentes, excepto en la
Antartida. Ocupando desde canales permanentes hasta arroyos rapidos y orillas de rios y lago
Estos gasterdpodos se caracterizan por sus conchas pateliformes, bajas y con amplias
aperturas, diferenciandose de las conchas espirales de otros caracoles (Walther, 2008)

Como especies pulmonadas, los ancilinidos tienen conchas ligeras y son hermafroditas,
adaptaciones que les permiten colonizar una amplia gama de nichos acuaticos. Este grupo de

lapas de agua dulce ha sido relativamente poco estudiado desde los trabajos clasicos de Paul
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Basch. Esta falta de estudio ha sido atribuida a la incertidumbre taxondmica que persiste
entre las especies de esta familia.

Ferrissia es el géenero méas complejo dentro de la familia Ancylidae y probablemente el
que ha demostrado una mayor distribucion, Segun los estudios de (Basch, 1963) (Hubendick,
1967). Esta se encuentra en Europa, Asia, Africa, Australia, América del Norte, Central y del
Sur. La forma y ubicacion del apice, la estructura de la microsculptura apical, la formay
elevacion de la concha, y las cicatrices musculares, se han reportado como caracteristicas
morfoldgicas fundamentales para la identificacion de especies dentro del género Ferrissia
(Gomez et al., 2004). Sin embargo, el alto nivel de La variabilidad morfoldgica de las
conchas de moluscos que han sido reportadas en habitats similares en diferentes reportes,
destaca una alta plasticidad en la morfologia de las conchas de Ferrissia. Esto se asocia las
condiciones de su habitat, debido a que estas ocasionan una impronta en la forma y el tamafio
de sus conchas, es decir, determinan las variaciones eco fenotipicas
(Dillon & Herman, 2009).

La taxondmica y sistematica del género Ferrissia ha tenido una evolucion a lo largo
del tiempo, siendo asi las especies clasificadas y reagrupadas debido a la comprensién de la
plasticidad morfoldgica influenciada por factores ecoldgicos.

La clasificacién inicial de Basch reconocio cinco especies en el género Ferrissia basadas
principalmente en criterios morfoldgicos de las conchas, en la distribucion de las especies y
su ecologia. F. rivularis, se describe que habitaba en piedras, en ambientes de agua corriente
o loticos. De esa manera, esta especie parece estar adaptada a superficies durasy a
condiciones de flujo constante. Mientras F. fragilis, se encontraba en vegetacidn y escombros
organicos en aguas corrientes; pudiendo encontrarse en plantas de hojas anchas en ambientes

Iénticos o de agua estancada. F. paralela, estaba presente en plantas de hojas estrechas en
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ambientes Iénticos, y F. walkeri, Se encontraba en plantas de hojas anchas en ambientes
Iénticos, mientras que F. mcneill era endémica de Alabama.

Debido a la gran plasticidad ecotipica observada en las conchas, esta clasificacion fue
revisada para luego combinar las cinco especies descritas por Basch en solo dos especies. F.
parallela fue subsumida bajo F. rivularis, y F. Walker y F. mcneilli fueron subsumidas bajo
F. fragilis. Asi mismo, otras especies reportadas alrededor del mismo tiempo, tales como F.
shimekii, y F. hendersoni fueron reconocidas como sindnimos menores de F. fragilis
(Walther et al., 2010). Lo que refuerza la idea de que F. fragilis tiene una alta capacidad de
adaptacion a diferentes habitats, desde zonas de flujo hasta ambientes estancados y regiones
geograficas especificas.

Originalmente, Ferrissia fragilis fue descrita por Tryon en 1863, y al mismo tiempo,
otros especimenes similares fueron identificados y nombrados en distintas localidades, como
Ferrissia californica por Rowell (Tryon, 1863) (Rowell, 1863).

Sin embargo, gracias a la revision filogenética realizada por Walther, se ha podido consolidar
la calificacion de varias especies dentro del género Ferrissia. De esa manera, se redujo la
diversidad nominal a la presencia de dos especies principales de Ferrissia en norte América,
Ferrissia (Ferrissia) rivularis y Ferrissia (Kincaidilla) fragilis (Walther et al., 2010).

Estas 2 Unicas especies que se tomaron como base para las comparaciones
morfoldgicas y taxonomicas. Basado en eso, se determind a Ferrissia californica (Rowell),

como sinénimo junior de Ferrisia fragilis (Tyron).

3.2 Andlisis molecular

3.2.1 Extraccién de ADN de especimenes

Se extrajo el ADN de 30 especimenes de lapas por el método de HOTSHOT.
Inicialmente la visualizacion del ADN genémico extraido no fue posible para todas las

muestras, indicando que se encontraban bajo el umbral de visualizacion.
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Para determinar la concentracion de ADN se realizaron cuantificaciones por medio del
Nanodrop, usando el método de absorbancia tomando 10 muestras al azar, ver tabla
Las concentraciones del ADN extraido permitieron amplificar eficientemente la region

folmer durante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Tabla 2

Concentracion (ng/uL) de ADN en las muestras obtenidas

Muestra extraida Concentracion ADN Relacion Relacion
(ng/uL) Azs0/Azso Az60/A230

M1 23.9 1.55 0.55

M2 42.2 1.49 0.46

M3 25 1.62 1.31

M4 2.9 1.55 1.04

M5 4.5 1.55 0.93

M6 4.6 1.95 0.80

M7 2.1 1.47 2.96

M8 21.7 1.53 0.63

M9 36.6 1.52 0.55

M10 82.4 1.46 0.51

3.2.2 Amplificacion de region COI

El gen de la subunidad 1 (COI) del citocromo oxidasa mitocondrial es uno de los
marcadores mas populares utilizados en sistematica molecular. Particularmente la region
cerca del extremo 5' que utiliza el DNA Barcoding Consortium, la region Folmer con una
extension de ~650bp; conocida asi porque esta flanqueada por cebadores universales que se

han empleado con éxito para varios taxones de metazoos (Folmer et al., 1994).
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El fragmento COI (Cytochrome Oxidase 1) es una regioén del ADN mitocondrial que
se utiliza cominmente en estudios de identificacion de especies, especialmente en el codigo
de barras de ADN (Hebert et al., 2003a)

Esta region es altamente conservada entre diferentes especies, es decir, que existen una alta
tasa de sustitucion permitiendo la identificacion entre diferentes especies dentro del mismo
género (Hebert et al., 2003b). De esa manera, se determind a la region folmer como objetivo
de amplificacion. Los primers universales conocidos para la amplificacion de una regién de
710 pb de COI son los LCO1490: 5'-ggtcaacaaatcataaagatattgg-3'y HC02198: 5'-
taaacttcagggtgaccaaaaaatca-3 (Folmer et al., 1994). A partir de estos cebadores, en el estudio
se usé una version degenerada de este par de primers combinado con los pares de primers
COIf (fwhF2) y COIr (fwhR2n), tabla 2. Se establecieron dos sets, organizados de la manera

ilustrada en la figura 8.

Tabla 3

Primers usados en el estudio para flanquear la regién Folmer

Primers Secuencia (5° - 3°) Basados en:
dgHCO TAAACTTCAGGGTGACCAAARAAYCA
(Folmer et al.,
dgLCO
1994)
GGTCAACAAATCATAAAGAYATYGG
COl f (fwhF2) GGDACWGGWTGAACWGTWTAYCCHCC
(Vamos et al.,
2017)

COlr (fwhR2n) GTRATWGCHCCDGCTARWACWGG
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Figura 8
llustracion de los segmentos de la region Folmer flanqueados por combinacién de primers

. A
FwhF2 HCO
LCO1490 FwhR2n 2198
LCO1490 HC02198
Position [bp]: 1 178 346 551 658

Nota: Se observa que el set A) Forward: COIf (fwhF2), Reverse: HCO 2198 amplifica una region de 551bp,

mientras que el set B) Forward: LCO 1490, Reverse: COlr( fwhr2n) amplifica una region de 312

Las amplificaciones de estos fragmentos fueron observadas en gel de agarosa a una

concentracion del 2%. Obteniendo asi 2 bandas para cada set de primers.

Las bandas de 550-600bp correspondieron a la mezcla del set A y las bandas de 300-350 bp

correspondieron a la mezcla del segundo set de primers, ver figura 9.

Esta combinacion se dio gracias a la efectividad que tienen los cebadores al amplificar
regiones mas cortas en estudios que dependen de ADN altamente degradado o mal
conservado. Asi mismo, se ha reportado que los cebadores que incorporan bases degeneradas
en el extremo 3’ presentan una mejor eficiencia en la amplificacion en comparacion con
cebadores sin bases degeneradas (Elbrecht & Leese, 2017), lo que los hace ideal para este

tipo de analisis.
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Figura 9
Amplificacion de fragmento de regién COl, flanqueadas por el set de primers

COIf (fwhF2) — HCO2198
500-600bp

500-600bp
300-400bp 300-400bp

LCO1490-COlr(fwhr2n)198

500-600bp 500-600bp
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3.3 Analisis bioinformatico

Figura 10
Secuencias ensambladas de 28 especimenes de estudio en el software Ugene

TGTGTTGGCTGGTGCAATTACTATGTTGCTTACTGACCGAAATTTCAATACTAGATTCTTTGATC
551 554 556 558 560 562 564 566 568 570 572 574 576 578 580 582 584 586 588 590 592 594 596 598 600 602 604 606 608 610 614

Consensus:

E2_CON_D2 TGCAATTACTAT AAATTTCAATACTA AT C 610
E3_CON_D3 CAATTACTAT AAATTTCAATACTA ATC 616
E4_CON_D4 CAATTACTAT AAATTTCAATACTA ATC 616
E5_CON_D5 CAATTACTAT AAATTTCAATACTA A€ 516

E1.1_CON_D1.1
E1-3_CON_D1-3
E2.1_CON_D2.1
E4.2_CON_D4.2

A€ 616
AfRE 616
AfRE 616
AfRE 612

E6.2_CON_6.2 CAATTACTAT AAATTTCAATACTA AfRE 612
E5-2_CON_D5-2 CAATTACTAT AAATTTCAATACTA ATC 616
E3-3_CON_D3-3_new CAATTACTAT AAATTTCAATACTA ATC 616
E5.3_CON_D5.3 CAATTACTAT AAATTTCAATACTA ATC 615
E6.3_CON_D6.3 CAATTACTAT AAATTTCAATACTA A€ 513
E7.3_CON_D7.3 AAATTTCAATACTA AfRE 612
E8.3 _con_D8.3 CAATTACTAT AAATTTCAATACTA AfRE 616
N2_con_M2 CAATTACTAT AAATTTCAATACTA AfRE 613
N3_con_M3 CAATTACTAT AAATTTCAATACTA AfRE 616
N4_CON_M4_new CAATTACTAT AAATTTCAATACTA AfRE 615
N5_con_M5 CAATTACTAT AAATTTCAATACTA ATC 615
N7_CON_M7 CAATTACTAT AAATTTCAATACTA ATC 610
N8_CON_M8 CAATTACTAT AAATTTCAATACTA ATC 616

NS-LCOreg_CON_M9
N10_CON_M10
Y1-1_CON_X1-1

CAATTACTAT
CAATTACTAT
CAATTACTAT

AAATTTCAATACTA
AAATTTCAATACTA
AAATTTCAATACTA
Y2-1_CON_X2-1 CAATTACTAT AAATTTCAATACTA AfRE 615
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Nota. Se obtuvieron secuencias de nuclettidos de ~650bp para la regién mtCOI

Se realiz6 un alineamiento multiple usando Mutiple Sequence Comparison by Log-
Expectation (MUSCLE) de todas las secuencias de mtCOI obtenidas de los especimenes para
determinar presencia de duplicados (Edgard, 2004). Todas las secuencias se presentaron
idénticas, vea figura 10.

De esa manera se determiné que en la poblacion muestreada solo se analiz6 una identidad
genética. Los andlisis filogenéticos se realizaron posteriormente con 2 genotipos obtenidos.

El alineamiento multiple incluyendo las secuencias de estudio y las seleccionadas
como outgroup fue limpiado y curado usando la herramienta Gblocks que esté basado en la
seleccidn de blogues conservados para su uso en el analisis filogenético (Talavera &

Castresana, 2007).
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El método de inferencia seleccionado se basa en un enfoque de maxima verosimilitud
(ML). Bajo este enfoque se logra identificar el arbol evolutivo que tiene la mayor
probabilidad de haber generado los datos observados, dado un modelo de evolucion
previamente seleccionado. Este método evalla diferentes arboles posibles y calcula la
probabilidad de que las secuencias genéticas observadas hayan evolucionado de acuerdo con
cada arbol bajo el modelo elegido, devolviendo el arbol con la maxima probabilidad (Yang &
Rannala, 2012).

Se empleo el software de Analisis de genética evolutiva molecular, MEGA11
(Tamura et al., 2021) para determinar los modelos de sustitucion de nucle6tidos 6ptimos que
se ajustan al método de Méxima Verosimilitud, vea figura 11. Los modelos que describen
mejor el patron de sustitucion fueron (GTR) General Time Reversible y (HKY) Hasegawa-
Kishino-Yano con distribuciones gamma G+ y asumiendo que una determinada fraccion de
sitios son evolutivamente invariables (+1), figura 11.

Este analisis de seleccion de modelos fue igualmente corroborado mediante el Smart
Model Selection” (SMS) que esta implementado en el entorno de PhyML (Lefort et al.,

2017).
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Figura 11
Analisis en MEGA del modelo evolutivo para inferencias por método de Maximun likelihood.

Table. Maximum Likelihood fits of 24 different nucleotide substitution models
Model Parameters BIC AlCc InL (+) (+G) R fiA) fIT) AC) AG) rlAT) r(AC) rfAG) r(TA) rTC)

HKY+G 266 11566.044 9081.835 -4274.075 n/a 0.23 1.83 0.261 0.440 0.134 0.166 0.069 0.021 0.114 0.041 0.092
HKY+G+l 267 11568.434 9074.892 -4269.597 0.46 0.77 1.87 0.261 0.440 0.134 0.166 0.068 0.021 0.115 0.040 0.092
GTR+G+l 271 11573.286 9042.413 -4249.332 0.48 1.00 1.65 0.261 0.440 0.134 0.166 0.113 0.011 0.110 0.067 0.096
GTR+G 270 11574.680 9053.141 -4255.702 n/a 0.25 1.58 0.261 0.440 0.134 0.166 0.114 0.010 0.110 0.068 0.094
TN93+G 267 11575.890 9082.348 -4273.325 n/a 023 1.80 0.261 0.440 0.134 0.166 0.070 0.021 0.122 0.041 0.086
T92+G 264 11577.659 9112115 -4291.228 n/a 0.23 1.78 0.350 0.350 0.150 0.150 0.056 0.024 0.102 0.056 0.102
TNO3+G+I 268 11578.354 9075.480 -4268.885 0.46 0.77 1.85 0.261 0.440 0.134 0.166 0.068 0.021 0.119 0.040 0.080
T92+G+ 265 11580.512 9105.636 -4286.982 0.46 0.75 1.82 0.350 0.350 0.150 0.150 0.055 0.024 0.103 0.055 0.103

GTR+I 270 11630.955 9109.415 -4283.839 0.60 n/a 1.48 0.261 0.440 0.134 0.166 0.122 0.011 0.103 0.072 0.095
HKY+l 266 11634.796 9150.687 -4308.451 0.60 n/a 1.62 0.261 0.440 0.134 0.166 0.075 0.023 0.110 0.044 0.088
TNO3+| 267 11645.915 9152.373 -4308.338 0.59 n/a 1.60 0.261 0.440 0.134 0.166 0.075 0.023 0.115 0.045 0.085

Nota. Se muestras los 11 modelos con menores puntuaciones del criterio de informacion bayesiano (BIC).
3.4 Andlisis filogenético

Se seleccion6 el modelo HKY85 para describir la evolucion de las secuencias de
ADN. En este modelo se aplican las siguientes suposiciones claves: Se distinguen diferentes
tasas entre transiciones y transversiones, lo que es crucial ya que las transiciones suelen ser
mas probables que las transversiones debido a similitudes quimicas entre las bases
nucleotidicas. Se reconoce las frecuencias desiguales de los nucleétidos, permitiendo que las
diferencias en la abundancia de A, T, C y G sean consideradas en el analisis. Operando bajo
un proceso de Markov de tiempo continuo, el modelo asume que la probabilidad de cambio
de un nucle6tido solo depende del estado actual, lo que simplifica el calculo al ignorar la
historia de cambios anteriores. Asi mismo, sigue un supuesto de estacionariedad que implica
que las frecuencias de los nucleétidos se mantienen constantes a lo largo del tiempo, lo que es
una aproximacion til para muchos conjuntos de datos evolutivos (Hasegawa et al., 1985)
(1985)

El método bootstrap, que se basa en el remuestreo y las réplicas, es uno de los
métodos mas ampliamente usados para evaluar la solidez de las inferencias filogenéticas. En

el estudio se uso la combinacion del método de Bootstrap de Proporciones de Felsenstein
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(FBP), conocido como el bootstrap tradicional, y el método de expectativa de Bootstrap de
Transferencia (TBE), como metodologia mas reciente que proporciona una medida mas
robusta y menos sesgada de la confianza en las ramas de un arbol filogenético (Lemoine et al,
2018).

Sh-like ALRT entra en la categoria de Las pruebas mas conservadoras, siendo esta
extremadamente rapida y con la mayor potencia entre las pruebas no paramétricas. Su
aplicacion se ha reportado efectiva cuando el modelo evolutivo tiene violaciones graves, es
decir que las suposiciones que se hace en cada modelo no se cumplan. Mientras que el
método aBayes 0 a la Bayes, es capaz de satisfacer aproximadamente la interpretacion
probabilistica en casos en los que los supuestos del modelo no se violan gravemente
(Anisimova et al, 2011).

Estas suposiciones son la estacionariedad, la reversibilidad y la homogeneidad (SRH)
de las tasas de sustitucion. La estacionariedad asume que las frecuencias de los nucleétidos o
aminoacidos se mantienen constantes a lo largo del tiempo. La reversibilidad presupone que
el proceso evolutivo es no dirigido, con tasas de sustitucion iguales en ambas direcciones
entre nucle6tidos o aminoacidos. La homogeneidad implica que las tasas de sustitucion son
constantes a lo largo del arbol filogenético o en cualquier parte de este (Naser et al, 2019)

La comparacion de los arboles en la figura 12 muestra que mientras la estructura
filogenética basica se mantiene, los diferentes métodos de soporte de ramas pueden influir en
cdmo se percibe la solidez de las relaciones entre las especies. Aunque la topologia general es
similar, los valores de soporte en los nodos clave varian, con el Arbol A mostrando valores
generalmente mas altos debido al uso del método aBayes, que tiende a proporcionar
estimaciones de confianza mas optimistas comparado con el método SH-like aLRT utilizado
en el Arbol B, mientras que al usar bootstrap de 1000 réplicas, se ofrece una vision més

conservadora de la robustes de las ramas. Este ultimo soporte usado, es capaz de reflejar los
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niveles de confianza de las ramas en términos mas numéricos y posiblemente mas realistas.
El arbol B, proporciona un soporte bayesiano aproximado como método rapido, pero bastante
confiable. Este arbol muestra que las relaciones entre las especies dentro las ramas que
conectan clados mayores muestran altos valores de soporte, sugiriendo que las estructuras de
clado mas grandes son robustas bajo este analisis. Por ejemplo, la rama que une A_lapicidus
con A _tapirulus y Ancylus_sp muestra un soporte de 0.991223, y la rama que conecta a G-
cf_radiata con G_radiata tiene un valor de soporte de 0.999999, indicando una muy alta
confianza en estas relaciones. El arbol A proporciona valores de soporte basados en una
prueba de verosimilitud, con una naturaleza mas conservadora frente a aBayes. Las ramas
con valores mas bajos en este arbol, como A_scalariformis con Ancylus_sp con un valor de
0.46, indican menos confianza en estas relaciones especificas. Sin embargo, las ramas que
conectan grupos mayores como la que une F_rivularis y F_parallela con otros clados
presentan soportes altos (0.98 y 0.901 respectivamente), lo que sugiere una estructura
filogenética bien respaldada. Por otro lado, el arbol C con Bootstrap con 1000 replicaciones,
ofrece una medida conservadora de soporte.

Los valores observados para F_fragilis_ GU391093-1 con F_fragilis_ DQ328265-1y
otras secuencias de F_fragilis, se presentan mas bajos en subclados individuales, indicativos
de relaciones mas complejas y posiblemente menos resueltas dentro de este grupo. Estos
valores indican que, aunque hay un reconocimiento filogenético entre las secuencias, algunas
relaciones dentro de este clado pueden ser menos claras o consistentes en las replicaciones de

Bootstrap.
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Imagen comparativa de los valores de soporte en ramas de los 3 arboles generados con el modelo HYK85+G+I
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Nota. Se probaron 3 métodos de soporte de ramas para determinar la robustez del arbol filogenético: A. SH-like
ALRT, B. aBayes, y C. Bootstrap (FBP+TBE). Los arboles presentan topologias similares con distintos métodos
de soporte. En el Bootstrap de 1000, los valores se presentaron en frecuencias (1, indica que el 100% de las

veces la rama se generd en esa posicion).

3.5 Discusidn de relaciones filogenéticas construidas

Mediante la generacion del arbol filogenético de la regién COI secuenciada de los
organismos, se logré determinar una agrupacion en un clado con especies de lapas del género
Ferrissia para los especimenes de estudio (Q27571 Y Q28551), vea figura 13.

Un estudio de la ocurrencia de lapas invasoras en Japén de Vecchonioni, indica que
Ferrissia nipponica (Kuroda, 1949) ha sido reportada unicamente en Japon (Vecchioni et al.,
2018). Si bien la evidencia genética confirma la presencia de una especie invasora, no es
seguro si las especies reportadas como nativas, Ferrissia nipponica y Ferrissia japonica
(HABE & Burch, 1965) son realmente distintas de Ferrissia californica. Esta ambigutedad
surge de la falta de datos moleculares de las especies en estas localidades, lo que deja abierta
la posibilidad de que estas especies puedan ser sindnimas de F. californica, y
consecuentemente de F. fragilis, como se ha observado en casos similares en Europa y los
EE. UU (Walther et al., 2006b) (Marrone et al., 2011). Para resolver esto, fue necesaria una
caracterizacion molecular mas profunda de las especies nativas japonesas de Ferrissia. El
analisis realizado por el equipo de Takumi en el mismo afio, fue capaz de dar luces. En el
estudio, con posterior evidencia molecular, se revela que las 3 especies F. nipponica, F.
japonica y Gundlachia japdnica que han sido tradicionalmente consideradas nativas de Japon
son en realidad F. californica no nativa, introducidas desde América del Norte (Takumi, et

al, 2018).
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Arbol filogenético basado en las secuencias de la region COI
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Bootstrap, de arriba para abajo. Para cada secuencia minada se proporcionan los nimeros de acceso de GenBank

e ID en BOLD. Las secuencias de los especimenes de estudio estan sefialadas con marcas rojas en el arbol

dentro del clado que agrupa a F. californica, F. fragilis y F. californica.
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El espécimen de Laevapex nipponica (Kuroda, 1947) usado en la construccion el
arbol filogenético y agrupado en el mismo clado con otras especies de Ferrissia en este
estudio, sugiere un caso similar. Los unicos registros del espécimen se han generado en
Japédn, siendo depositados unicamente en BOLD systems con el identificador BFMN114.
BOLD ha agrupado a este espécimen en el mismo Barcode index Number (BIN), un sistema
que genera unidades taxondmicas operacionales (OTUSs) que corresponden estrechamente a
especies. Esto es significativo, ya que el BIN es un sistema que genera unidades taxonémicas
operacionales que estdn muy vinculadas a la identidad de las especies. El hecho de que
Laevapex nipponica esté agrupado en el mismo BIN que otras Ferrissia podria indicar que
hay una relacidn genética cercana entre estos taxones, lo que sugiere la necesidad de una
revision taxondmica para determinar si realmente son especies distintas o si se trata de un
caso de sinonimia no resuelto.

Este espécimen esta incluido dentro del clado de F. californica, y F. fragilis,
considerando que se trata de una clasificacidn incorrecta realizada, y mas bien pertenece al
género Ferrissia analizado en este estudio. De esa manera, y gracias al analisis molecular
realizado se infiere que los especimenes de estudios perteneces a poblaciones de F. fragilis

(=F. californica).
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Capitulo 4

4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

El protocolo modificado de extraccion de ADN resulto efectivo, logrando
concentraciones suficientes para la amplificacion mediante PCR, incluso en muestras con
concentraciones de ADN relativamente bajas. Esto demuestra que, aungque no fue posible
visualizar el ADN directamente, su calidad y cantidad eran adecuadas para el analisis
molecular con micro moluscos pese las dificultades impuestas por la baja cantidad de
biomasa en las muestras colectadas.

Los datos de secuenciacion analizados mediante herramientas bioinformaticas
permitieron una identificacién molecular precisa de los especimenes, confirmando su
pertenencia al género Ferrissia. Esto respalda el uso de técnicas moleculares para la
identificacion de especies y proporciona una base sélida para futuros estudios en la region.

Los resultados del analisis morfolégico y molecular permitieron identificar los
especimenes estudiados como pertenecientes al género Ferrissia, con caracteristicas
compatibles con F. fragilis. Los resultados muestran que el analisis molecular, basado en la
amplificacion de la region COl, proporciona un nivel de precisidn que respalda los analisis
morfoldgicos previos, validando la identidad de los especimenes. Es esa manera, la
combinacion de métodos moleculares y morfoldgicos proporciond una identificacién mas
precisa que los estudios morfoldgicos tradicionales.

Las comparaciones con otros estudios y el analisis filogenético utilizando métodos de
méaxima verosimilitud revel6 una estructura evolutiva coherente con agrupaciones clave entre
las especies de Ferrissia a nivel global. Los especimenes locales mostraron una alta similitud

genética con poblaciones descritas en otras regiones, lo que sugiere una relacion genética
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estrecha y una amplia distribucién del grupo. De igual manera, el analisis realizado subraya la
importancia de estudios filogenéticos detallados para entender las relaciones evolutivas y las
dindmicas de especiacion, proporcionando una base para investigaciones futuras en la

diversificacion de especies y sus respuestas adaptativas a los cambios ambientales.

4.2 Recomendaciones

Se recomienda continuar mejorando las técnicas de extraccion de ADN, en especial
para aquellos organismos con poca biomasa. Esto podria aumentar ain mas el rendimiento
del ADN vy facilitar estudios moleculares futuros en especies de micro moluscos de dificil
recoleccion.

Las caracteristicas ecoldgicas destacadas de estas especies muestran adaptaciones a
diferentes tipos de héabitats, desde aguas corrientes con superficies duras hasta ambientes
Iénticos con vegetacion variada. Esto sugiere que, aungue la morfologia de la concha es
importante, la ecologia también juega un papel crucial en la diferenciacion y clasificacion de
las especies dentro del género. Por ese motivo, se recomienda la incorporacién de estudios
ecologicos adicionales que evalten el papel de los moluscos dentro del ecosistema acuatico
del BPP, incluyendo su impacto en el ciclo de nutrientes y su interaccidn con otras especies.

La mayoria de los modelos filogenéticos hacen suposiciones simplificadoras para que
los calculos sean factibles y la interpretacidn sea directa. Cuando estas suposiciones no se
cumplen, pero no se tienen en cuenta, los arboles filogenéticos resultantes pueden ser
engafnosos o incorrectos. Esto puede afectar analisis posteriores, como reconstrucciones de
estados ancestrales o estimaciones de tiempos de divergencia. Por lo tanto, es crucial
considerar la naturaleza de los datos y posiblemente emplear modelos 0 métodos mas

complejos que puedan manejar dichas violaciones cuando sean probablemente significativas.
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La eleccion del método de soporte de ramas debe considerar el contexto especifico del
estudio, donde los métodos mas conservadores, tales como Sh-like aLRT y Bootstrap
tradicional pueden ser preferibles en situaciones que demandan una alta certeza en la
estructura filogenética, como en la conservacion de especies o en estudios de coevolucion,

donde se requiere una evaluacion mas rigurosa de la estabilidad de las ramas filogenéticas.
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