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‘My whole soul is absorbed with worms just at present’

Carta de Charles Darwin a Sir W. Thistleton-Dyer, 26 de Noviembre de 188o0.
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I. Introduccidon general

El suelo es un sistema tremendamente complejo regulado por multiples interacciones
entre medio mineral, fauna, flora y microflora. En lineas generales, es un sistema muy
poco conocido debido a la dificultad de exploracion que presenta, a la enorme cantidad
de elementos e interacciones que lo forman y a la heterogeneidad espacial de los

mismos.

El suelo es el soporte para la obtencién de mas del 99% de todo el alimento consumido
por la especie humana, tarda mucho tiempo en producirse, es tremendamente fragil y se
pierde con gran facilidad. Podemos decir que el suelo es el gran desconocido para la
ciencia actual por la gran cantidad de elementos y procesos que se desarrollan en el suelo
y que quedan por estudiar y entender. Por tanto no es de extrafiar que una revista tan
prestigiosa como Science le dedicase en 2004 un volumen especial con el titulo “Soils -

The Final Frontier”.

Entre todos estos elementos que conforman el suelo, las lombrices de tierra desempefian
un papel muy importante. Sus efectos cruciales son conocidos desde la antigliedad.
Cleopatra los declar6 animales sagrados, Aristoteles los describié como los ’intestinos de
la tierra’, y una de las traducciones de su simbolo en chino significa ‘angeles de la tierra’.
Mads adelante a finales de la edad media y principios de la edad moderna, el testimonio
escrito de sus beneficios empieza con la descripcion de su utilizacion como cebo de
pesca y su aplicacion en jardineria (Blakemore, 2006). Sin embargo, no es hasta el siglo
XIX cuando Darwin sefiala su importantisimo papel en la incorporaciéon de la hojarasca
al suelo y en la mezcla de la materia organica con los componentes minerales. De hecho,
en su ultimo libro “The formation of vegetable mould through the action of worms” llegd
a declarar: ‘It may be doubted whether there are many other animals which have played so

important a part in the history of the world, as have these lowly organized creatures’.



La actividad de las lombrices de tierra en el suelo produce cambios fisico-quimicos que
mejoran su fertilidad. A través de sus galerias, las lombrices de tierra mantienen una
estructura del suelo abierta, creando multitud de canales que permiten tanto la aireacion
como el drenaje, y mezclan los horizontes del suelo (Barley, 1958; Lee, 1985; Lavelle, 1988;
Parmelee et al., 1990; Zhang y Hendrix 1995, entre otros). Por otra parte, junto con la
materia organica las lombrices también ingieren particulas minerales del suelo que al
pasar por el intestino sufren modificaciones fisicas y quimicas, de tal manera que el
resultado es la produccion de heces con gran cantidad de minerales biodisponibles como
nutrientes para las plantas. Por ejemplo, las heces frescas de lombriz contienen 5 veces
mas nitrégeno asimilable, 7 veces mas fosfato y 11 veces mds potasio que el suelo

alrededor de las heces (Mollison, 1988).

Ademas de estos efectos fisico-quimicos, también tienen efectos biologicos ya que
pueden llegar a transportar semillas (Decdens et al., 2003), modifican las comunidades
microbianas en la rizosfera (Kreuzer et al. 2004), e intervienen en la composicién de las
comunidades de plantas (Scheu, 2003, Kreuzer et al., 2004). Darwin (1881) estim6 que un
acre de tierra cultivada podia contener hasta 53.000 lombrices (13/m?2); estudios mads
recientes llevados a cabo en la Rothamsted Experimental Station (la estacion
experimental mdas grande de Inglaterra y la mds antigua del mundo) han puesto de
manifiesto que incluso suelos pobres en materia orgdnica pueden contener alrededor de
250.000 lombrices por acre (62/m?), mientras que en suelos mas fértiles se pueden
encontrar hasta 1.750.000/acre (432/m?). Teniendo en cuenta que las lombrices son la
primera zoomasa en suelos templados, sus efectos tanto a nivel local como global son

cruciales para el suelo.

No obstante, no todas las especies son igual de comunes o de abundantes. Algunas
especies ocupan dreas de distribucion geograficamente muy restringidas, como es el caso
de la mayoria de las especies de hormogastridos (Omodeo, 1956); otras, sin embargo, se
distribuyen a escala global debido a su dispersién antrépica junto con la expansién de
practicas agricolas y a su alta capacidad de adaptacion a nichos ecologicos distintos, y
normalmente se suele encontrar un nimero alto de individuos en cualquier muestreo:
son las especies peregrinas. Debido a esto y teniendo en cuenta la actividad de las

lombrices en el suelo, cada especie tiene una importancia diferencial en el manejo de los


http://en.wikipedia.org/wiki/Rothamsted_Experimental_Station

suelos. Esto pone de manifiesto que para poder entender bien el sistema del suelo y
llevar a cabo una gestion adecuada se deben conocer primero a nivel intraespecifico
diversos aspectos importantes pero por lo general ampliamente desconocidos que van
desde el ciclo de vida hasta la filogeografia o incluso la filogenia de la especie o complejo

de especies.

I1. Especies peregrinas: el caso de Aporrectodea trapezoides.

Especies peregrinas son aquellas cuya distribucion es bastante mds amplia que su region
de origen. Este término fue utilizado por primera vez en lombrices de tierra por
Michaelsen (1903) para describir la distribucion de lombrices ampliamente extendidas
que pueden ser encontradas en localidades geograficamente muy remotas respecto a su
lugar de origen. Las especies peregrinas suelen ser antropocoras, y consideradas especies
exoticas y aldctonas fuera de su region de origen. Son varias las caracteristicas que
comparten muchas de las lombrices peregrinas: tamafo pequefio, reproducciéon
partenogenética normalmente acompariada por poliploidia (Gates, 1972), alta fecundidad,
capullos muy resistentes, amplia tolerancia a factores ambientales y tasas rapidas de
expansion (Lee, 1987; Blakemore, 2006). El estudio de este tipo de especies es, por tanto, de
gran interés cientifico ya que son especies cruciales en el manejo del suelo a escala global.
Sin embargo, a pesar de su importancia ecologica y del gran numero de especies
descritas, hay una falta de conocimiento sobre la biologia general de la mayoria de las
especies de este tipo, por lo que un conocimiento detallado de diversos aspectos de su
biologia (ciclo de vida, potencial reproductivo, filogeografia...) constituye una de las
prioridades en zoologia del suelo para poder evaluar la magnitud real del efecto de este

grupo en los ecosistemas.

Aporrectodea trapezoides (Duges, 1828) se engloba en esta categoria de especie peregrina.
Originaria del Paleartico, se distribuye actualmente por los cinco continentes. Segun
Smith (1917), ‘it is apparently the most abundantly represented and certainly the most
generally distributed of the North American species of earthworms’. Omodeo (1948) la
describid como la lombriz mas comun del mundo; de hecho, ha sido encontrada incluso

en un oasis en el medio del desierto del Sdhara. Si bien puede no ser la especie mas



abundante, es una de las mas comunes a nivel mundial. Es, de hecho, una de las cinco
especies de lombriz mas vendida y usada como cebo de pesca en Norte América
(Blakemore, 2006). Es normalmente la especie dominante en suelos mediterraneos tanto en
biomasa como en numero de individuos, y a menudo la tnica especie que se encuentra en
este tipo de suelos debido a su capacidad de adaptacion a condiciones ambientales

extremas.

A. trapezoides presenta un prostomio epilobico. Las quetas son pareadas, muy juntas en
los flancos, siendo mayor la distancia de quetas aa que la de bc, y la distancia de quetas
dd suele ser igual a la mitad del perimetro. El primer poro dorsal se sitda en el surco
intersegmentario 9/10 (raramente, en el 8/9). Los poros masculinos se encuentran en el
segmento 15 y presentan unos labios glandulosos muy abultados, que generalmente

afectan a los segmentos contiguos.

Presenta dos pares de poros de las espermatecas en los surcos intersegmentarios 9/10 y
10/u en la linea de quetas cd. Cabe destacar que, aunque se reproduce
partenogenéticamente (como se explica mds adelante en este capitulo) los caracteres
sexuales, tanto primarios como secundarios, estan muy conservados, al igual que sucede

en otras muchas especies de lombrices partenogenéticas. En los segmentos 9, 10 y 11 se

Fig. 1. Caracteres morfologicos en A. trapezoides. Se indican los tubérculos pubertarios y las

papilas.



observan grandes papilas (Fig. 1) sobre las que se sitian quetas sexuales, ligeramente
curvas y mas largas y delgadas que las normales. El clitelo es dorsal, y su longitud es de 7
u 8 segmentos (del 27 6 28 al 34 6 35). Presenta tubérculos pubertarios de forma lineal en
los segmentos 31 a 33.En cuanto a su anatomia interna, es de especial importancia
descriptiva su aparato reproductor. Presenta dos pares de espermatecas en los segmentos
10 y 11, pequenas y vacias (Fig. 2), sin esperma en su interior, y dos pares de embudos
seminales, con idéntica localizacion y que no son iridiscentes, lo que indica que no
contienen espermatozoides maduros. Tiene cuatro pares de vesiculas seminales,
localizandose en los segmentos 9 a 12, pero los dos anteriores pueden ser muy pequefios
y casi desaparecer. Puede existir en algun par solamente la vesicula derecha o la
izquierda. En cuanto al aparato femenino, posee un par de ovarios en el segmento 13, y

un par de ovisacos en el 14.

Fig. 2. Detalle de las espermatecas en A. trapezoides.



Bouché (1972) la define como hidrdfila y con cardcter eubidtico estenohumico, aunque es
ecoldgicamente muy variable. Es generalmente anécica, existiendo algunas poblaciones

con caracteristicas intermedias entre anécicas y endogeas (Bouché, 1972).

III. Mas de un siglo de discrepancias: el complejo Aporrectodea caliginosa.

La taxonomia clasica de lombrices de tierra presenta numerosos problemas. De hecho,
Michaelsen (1900) la definié como ‘sine systemate chaos’ en la portada de su libro Das

Tierreich. 10. Vermes.

La identificacién de lumbricidos adultos se basa principalmente en el tipo de prostomio,
posicion de las setas, y forma y posicion del clitelo y tubérculos pubertarios y de algunos
organos internos como vesiculas seminales o espermatecas. Sin embargo, la
identificacion morfoldgica estd muy limitada por la simplicidad estructural de estos
animales y por la variabilidad de los caracteres utilizados, que en muchos casos solapan
(Pop et al., 2003). Ademas, debido a su escaso registro fosil es dificil decidir si un caracter
es ancestral o evolucionado (Piearce et al., 1990). Por estas razones no es de extrafiar que
se haya llegado a la creacién de complejos de especies en los casos en los que muchos de
los caracteres diferenciales se solapan de manera sistemadtica. Es el caso del complejo
Aporrectodea caliginosa, dentro del cual se ha incluido en muchas ocasiones a A.

trapezoides.

El status legal del taxon A. trapezoides no es una cuestion clara. El primer problema se
presenta al intentar asignarlo a un género, ya que no existe consenso respecto a este
aspecto: algunos autores la asignan al género Nicodrilus Bouché 1972, otros al género
Allolobophora Eisen 1874, y un tercer grupo al género Aporrectodea Orley 1885. Por otra
parte, tampoco se ha precisado si se trata de un ecotipo o una subespecie de A.
caliginosa, o bien una especie independiente. En lo que respecta al presente trabajo, se
ha decidido asignarlo al género Aporrectodea, tal como hacen la mayoria de los autores,
si bien para la comparacién de resultados obtenidos por otros autores se tendran
también en cuenta los trabajos en que haya sido incluido en los otros géneros, siempre y

cuando el epiteto especifico (o subespecifico) sea trapezoides.



Debido a su similaridad morfoldgica (Tabla 1, Fig. 3), el status taxondémico de los taxones
incluidos en el complejo de especies A. caliginosa ha sido objeto de discusion durante
mas de un siglo. El clitelo se sitia aproximadamente en el mismo rango de segmentos,
pero difieren la forma y la posicion de los tubérculos pubertales; en A. caliginosa, A.
tuberculata y A. nocturna éstos aparecen como dos protuberancias en 31y 33 (a menudo
unidas por arriba, dando aspecto de gafa), mientras que en A. trapezoides aparecen en
forma de banda. Sin embargo, también es posible encontrar formas intermedias que

complican la situacién y hacen dificil la asignacion de algunos ejemplares y poblaciones.

Inicialmente, A. caliginosa, A. nocturna y A. trapezoides fueron descritas como especies
distintas, mientras que A. tuberculata se consideré una subespecie de A. caliginosa.
Historicamente, esta vision ha ido cambiando segun los autores. Para Michaelsen (1900)
la especie Helodrilus (Allolobophora) caliginosus consistia en dos entidades, que
denomin6 como “formas” o “subespecies”: H. (A.) caliginosus (typicus) y H. (A.)
caliginosus trapezoides, considerando al resto de taxones como sin6nimos de H. (A.)
caliginosus. La principal diferencia entre ellas es la forma que presentan sus tubérculos
pubertarios; en la forma caliginosa, aparecen en cada lado del individuo dos tubérculos
en los segmentos 31 y 33 que presentan forma de gafas, mientras que en la forma
trapezoides forman una linea en los segmentos 31, 32 y 33, aunque existen por otra parte
numerosas formas con caracteres intermedios. Omodeo (1952) y Cobolli-Sbordoni et al.
(1987) consideraron A. trapezoides como la variedad poliploide de A. caliginosa s.s. En
1972, Bouché las consider6 como dos especies, que ademds coloco en un género
diferente: N. nocturnus (= A. nocturna) y Nicodrilus caliginosus (= A. caliginosa),
diferenciando varias subespecies dentro de ésta: N. c. caliginosus (= A. c. caliginosa), N. c.
alternisetosus (= A. tuberculata), y N. c. meridionalis (= A. trapezoides). El mismo afio,
Gates (1972) las separd de nuevo en 4 especies distintas: A. caliginosa s.s., A. tuberculata,
A. trapezoides, y A. nocturna. Una década mas tarde, Sims y Gerard (1985) sugirieron
que estos 4 taxones forman parte de una unica especie altamente variable (A. caliginosa
sensu latum) con 4 formas o variedades fenotipicas: A. caliginosa sensu stricto, A.
caliginosa var. trapezoides, A. caliginosa var. tuberculata, y A. caliginosa var. nocturna. A
finales de ese mismo siglo, Briones (1996) vuelve a sugerir la existencia de una especie

con dos subespecies (A. caliginosa caliginosa y A. caliginosa trapezoides), al igual que



Character A. caliginosa A. longa A. nocturna A. trapezoides  A. tuberculata
Colour/Pigment unpigmented paletodark  uniformdark  usually dark unpigmented
brown to very dark
grey

Size (Range) <85 (35-180) 90-170 90-180 >80 (80-270) 50-150
mm
Body shape usually tail flattens cylindrical tail flat or cylindrical or

cylindrical trapezoid slightly flat
First dorsal pore 6/7-14/15 9/10-14/15 8/9/10 6/7-13/14 9/10-12/13
Clitellumrange  24,25,26,27,28,2  27,28-35,36 27,28-'/235 27,28-33,34 27,28-34,35

9-34,35

Tubercula 30,31-33,34 31,32-34 31&33 30,31-33,34 30,31-33,34 -
Pubertatis interrupted between extending smooth of double

slightly 32 bandc into 32 origin

lines
Glandular yes yes, + rarely on yes + yes yes, + rarely
tumescence on 12 usually on on8or12
12
9-11
Glandular 27,30, 32-34 31, 33-34 29, 30, 32- 28, 30, 32-34 26, 30, 32, 34
tumescence 34
usually near
clitellum
Diapause obligatory? either/or? ? facultative facultative
Burrows/ topsoil/ deep/ deep/ topsoil/some topsoil/
surface casts
Castings surface casts surface surface surface casts
Parthenogenetic no (never?) no no yes (always?) no?
Ploidy 2n =36 2n =36 2n =36 3n =54 and 4n 2n =36
=72

Main Climatic Sub-arctic/ Temperate/Me  Temperate ~ Mediterr./ sub-  Cold/Temperat
range * Temperate diterr. tropical e

Tabla 1. Caracteres diferenciales de las especies del grupo de especies A. caliginosa. Tabla

adaptada de Blakemore (2006).



Fig. 3. Especies del grupo A. caliginosa. De arriba a abajo, A. longa, A. caliginosa, A. tuberculata, A.
nocturnay A. trapezoides.



hicieran Michaelsen un siglo antes y Severon et al. en el afio 2007.

Las primeras aproximaciones a nivel molecular en lombrices de tierra se realizaron con
estudios de alozimas (Bégh, 1992), ‘random amplified polymorphic DNA’ (RAPD) (Dyer
et al., 1998), y secuencias de los genes mitocondriales citocromo oxidasa I y 16S rRNA
(Pop et al. 2005). Sin embargo, todas estas aproximaciones se realizaron o bien a escalas
geograficamente muy reducidas, o bien con un namero bajo de individuos o de especies
(por ejemplo, en el estudio de Pop et al., 2005 solo se incluian A. caliginosa y A.
trapezoides). Por ultimo, Pérez-Losada et al. (2009) abordaron recientemente el estudio
filogenético de estos taxones con diversos marcadores mitocondriales y nucleares y con
muestras de todas las especies putativas englobadas en el complejo, llegando a la
conclusiéon de que no solo A. caliginosa, A. tuberculata, A. trapezoides y A. nocturna son
especies distintas, sino que A. longa se encuentra filogenéticamente muy emparentada
con estas formas, por lo que deberia ser incluida en el complejo. Toda esta vision

molecular sera tratada en profundidad en el capitulo 4.

Por otra parte, estudios carioldgicos llevados a cabo por diversos autores en A.
trapezoides (Darlington, 1948 en Cobolli-Sbordoni et al., 1987; Omodeo, 1951a;
Onteniente y Rodriguez Babio, 2002) revelaron la existencia de linajes triploides (3n=54)
y, menos frecuentemente tetraploides (4n=72) y diploides (2n=36; solamente dos
individuos encontrados en la provincia de Valencia, Espafia; Onteniente y Rodriguez
Babio, 2002). Estudios coroldgicos pusieron de manifiesto que el linaje triploide es
bastante comun en paises mediterraneos, mientras que el tetraploide quedaria relegado a
ambientes eurosiberianos, existiendo, sin embargo, puntos en los que ambas formas
coexisten simpatricamente (Cobolli-Sbordoni et al., 1987). Por todas estas observaciones,
nos encontramos ante un complejo en el que coexisten formas diploides, triploides y
tetraploides cuyo status es mucho mas complicado del que originariamente se penso al

tener en cuenta unicamente las diferencias morfoldgicas.

Ademds, existen otras formas morfologicamente muy similares cuyas relaciones
filogenéticas con el resto de especies del grupo se desconocen. Tal es el caso de A. giardi,

Nicodrilus monticola, N. carochensis y N. tetramammalis (Fig. 4y 5).



Fig. 4. Especies morgoldgicamente similares a las del grupo caliginosa. De arriba a abajo, A. giardi,
N. carochensis, N. monticola y N. tetramammalis.



Fic. 3. Nicodrilus tetramammalis n. sp. (a) Ventral view; (b) lateral view.
Fic. 1. Nicodrilus monticolan. sp. (a) Ventral view; (b) lateral view

Fig. 5. Esquema de la parte anterior de N. carochensis, N. tetramammalis y N. monticola (de arriba
abajo, de izquierda a derecha). Tomado de Onteniente y Rodriguez Babio (2002).



IV. Partenogénesis en lombrices de tierra.

Las lombrices se han considerado generalmente como hermafroditas de fertilizacion
cruzada. Aunque no todas las lombrices emplean esta estrategia reproductiva, la especie
mas famosa, Lumbricus terrestris, es un hermafrodita de fertilizacion cruzada y esta
estrategia parece ser la mas extendida en lombrices. Sin embargo, el hermafroditismo no
es el tnico mecanismo reproductivo y cada vez se van descubriendo vez mas especies
partenogenéticas, la mayoria de las cuales son poliploides. La partenogénesis es muy
frecuente en la familia Lumbricidae. También se ha observado en mas familias como en
los Megascolécidos, pero nunca en otras como en los Glososcolécidos. Otros medios de
reproduccién ‘asexual’ como biparticién, gemacién o procesos similares no se han

observado en lombrices, y su capacidad de regeneracion es limitada.

La reproduccién partenogenética se empezd a estudiar en lombrices de tierra hace
muchos afios, gracias a contribuciones de autores como Omodeo (1951a), Casellato y
Rodighiero (1972), Jaenike y Selander (1979) y Viktorov (1997), entre otros. Reynolds
(1974) senalé la existencia en Norte América de 35 especies anfimicticas, 1
probablemente sexuales, 4 partenogenéticas facultativas, 1 posiblemente partenogenética
y 30 partenogenéticas. Casellato (1987) cit6 25 especies o subespecies partenogenéticas
(12 de las cuales tenian ploidia par y 13 con ploidia impar), y Viktorov (1997) sefial6 que
en Rusia el nimero de lombrices poliploides casi igualaba el de diploides, con una
proporcién de 46 poliploides : 52 diploides. También observo que en casos de simpatria

los poliploides tendian a ocupar las dreas marginales de su distribucion.

IV.a. Concepto de partenogénesis.

El concepto de partenogénesis en un concepto muy amplio. Histéricamente, autores
clasicos como Aristoteles se han referido a él en varias ocasiones, y aunque no lo definian
ni hacian una aproximacién experimental, dieron algunas pistas sobre la existencia de

este tipo de reproduccion en algunos grupos de seres vivos.



La partenogénesis fue realmente descubierta por el naturalista suizo Charles Bonnet en
1740 mientras investigaba dpidos. El autor conjeturé que, ya que el espermatozoide no
era necesario para la reproduccidn, la clave para la preservacion de la especie debia de
estar en el 6vulo. Llegd a hipotetizar que dentro de cada 6vulo existia una criatura hija
perfectamente formada, que contenia otro évulo que a su vez contenia otra criatura hija,

ad infinitum.

Aunque fue Bonnet el creador de la primera prueba experimental para este tipo de
reproduccién, no fue hasta 1849 cuando Richard Owen acufi6 el término. Este autor
definié la partenogénesis como ‘la procreacién sin la influencia directa de un macho’.
Como este concepto general podia incluir varios tipos de reproduccion asexual tipicos
tales como fisién o gemacion, algunos autores trataron de crear nuevas definiciones. Un
siglo después, Suomalainen (1950) lo definié como ‘el desarrollo de un ovario en un
individuo nuevo sin fertilizacién’. Més tarde, Beatty (1957) propuso la definicion de ‘la
produccion de un embrion a partir de un gameto femenino sin la concurrencia de un

gameto masculino, y con o sin desarrollo eventual de un adulto’.

IV.b. Tipos de partenogénesis: automixis y telitoquia en lombrices de tierra.

Existen diferentes clasificaciones para definir los distintos tipos de mecanismos
partenogenéticos. Para entender las clasificaciones mds empleadas en lombrices de tierra
merece la pena mencionar las propuestas por Thomsen (1927), Ankel (1927),
Suomalainen (1950) y White (1973); éstas se basan principalmente en el modo de

reproduccion, la determinacion del sexo y la citologia.

Cuando se tiene en cuenta la determinacion del sexo de la progenie, es especialmente
util la clasificacion de partenogénesis propuesta por Suomalainen (1950): arrenotoquia,
telitoquia y deuterotoquia o anfitoquia (6vulos no fertilizados que producen solamente

descendientes machos, hembras o de ambos sexos, respectivamente).



El sistema de clasificaciéon propuesto por Thomsen (1927) y Ankel (1927) tiene en cuenta
dos condiciones principales: el status cigotico-acigotico del individuo y el
mantenimiento del nimero cromosomico cigdtico. Incluye dos categorias principales:
partenogénesis haploide o generativa, en la que la reduccion cromosomica tiene lugar en
el 6vulo, y consecuentemente la descendencia tiene un nimero de cromosomas acigdtico
(haploide), y partenogénesis somatica, en la que los descendientes tienen un ndmero
cromosomico cigotico (diploide o poliploide). La diferencia entre estas dos categorias
depende basicamente de la ausencia (apomixis) o presencia (automixis) de conjugacion y
reduccion cromosémicas. Ambos conceptos son sindnimos de las categorias definidas

por White (1973) de partenogénesis ameiotica y meiotica, respectivamente.

En la partenogénesis automictica (o meidtica), las primeras fases de la meiosis ocurren
de igual manera que en un organismo con reproduccion sexual: los cromosomas se
aparean en la fase de zigoteno, formando bivalentes y se recombinan. Como resultado de
la reduccion cromosdmica durante la meiosis, la fase cigotica nuclear en el 6vulo se
vuelve acigdtica. La fase cigdtica es restaurada sin embargo immediatamente a través de
la fusion de dos nucleos acigoéticos, la formacion de un nicleo de restitucidn, o el proceso
de endomitosis. La fusion de dos nucleos de distintos animales en la fertilizacion
(anfimixis) es reemplazada de esta forma en automixis por la fusiéon de dos nucleos del
mismo animal. Asi, el resultado es el desarrollo de un nuevo individuo con un soma

siempre cigdtico (nimero cromosémico mayor de 1).

La restauracion del nimero cromosémico cigdtico en el 6vulo de los animales
partenogenéticos automicticos se produce mediante 6 mecanismos citogenéticos
distintos, los que se dan o bien antes o bien después de que ocurra la meiosis. Es
importante mencionar estos mecanismos para entender las consecuencias genéticas de

este tipo de reproduccion (Suomalainen et al., 1987; Haccou y Schneider, 2004):

- Duplicacién gamética: los nicleos segmentados se fusionan, o bien las mitades de
los cromosomas divididos se quedan en el mismo nucleo. Todos los sets de
cromosomas estan duplicados, y de los pares resultantes uno es seleccionado al

azar para conventirse en cigoto (Fig. 5a).



- Fusion terminal: el segundo corpusculo polar se fusiona con el nucleo del ovocito

secundario (Fig. 5b).

- Fusién central: los dos nucleos polares centrales se fusionan (Fig. 5¢).

- Fusion del primer corptsculo polar con el ovocito secundario: la fusiéon del ovocito
puede producirse directamente con el primer corptsculo polar (Fig. 5d.1),
producto de la primera meiosis, o con un corpusculo derivado de éste a través de

mitosis (Fig. 5d.2).

- Telitoquia gonoide: el dvulo partenogenético sufre dos divisiones meioticas, y los

cromosomas se aparean durante la profase de la segunda meiosis (Fig. 5e).

- Duplicacién premeiética: se produce una duplicacion premeiotica del namero de
cromosomas durante las ultimas divisiones oogoniales, que se reduce mediante
meiosis. Durante la fase de telofase en la mitosis oogonial, los cromosomas
quedan envueltos en la misma envoltura nuclear, lo que se conoce como

endomitosis. Es el tipo de mecanismo que se da en lombrices de tierra (Fig. 5f).

Los dos ultimos mecanismos descritos (telitoquia gonoide y duplicacion premeidtica)
son equivalentes a la apomixis respecto a sus resultados genéticos. Es decir, aunque
existe meiosis y recombinacion, los cromosomas se aparean con copias exactas de si

mismos, por lo que se generan individuos totalmente clénicos.
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Fig. 5. Mecanismos citogenéticos de restitucion de la ploidia. Las meiosis I y II se marcan en cada diagrama (I, I1): El circulo de mayor tamafio en la meiosis I
corresponde al 6vulo, mientras que los de menor tamario son corpusculos polares. Las células marcadas con un cruz roja degeneran. La célula sombreada en gris
dard lugar al embrién. A. Duplicacién gamética. B. Fusion terminal. C. Fusion central. D. 1y D.2 Fusién del ovocito secundario con el primer corptsculo polar. E.

Telitoquia gonoide. F. Duplicacion premeidtica. Modificado de Suomalainen et al. (1987).



Las lombrices partenogenéticas son automicticas y telitocas. Segin los estudios
citologicos de Muldal (1952), Omodeo (1951a, 1952, entre otras publicaciones) y Casellato
y Rodighiero (1972), existe una duplicacion premeidtica del nimero cromosémico en la
ultima division oogonial resultando en endomitosis (esto es, los cromosomas se duplican
y quedan encerrados en la misma membrana nuclear), seguida de la formacién de
bivalentes quiasmaticos y meiosis regular con la eliminaciéon de dos cuerpos polares.
Como se ha mencionado anteriormente, las consecuencias genéticas de este mecanismo
citolégico son similares a las de la apomixis (es decir, formacién de animales clonales), a
pesar de la existencia de un proceso meidtico. A su vez, una de las consecuencias
genéticas de este proceso es que la heterocigosidad se mantiene. Segin White (1973),
todos los bivalentes son estructuralmente homocigoticos y nunca se forman
multivalentes. De manera sencilla, esto significa que los cromosomas se duplican y se
recombinan con su copia idéntica. Por ello, este tipo de reproduccidn es perfectamente

compatible con cualquier ploidia, incluyendo las impares.

Los textos clasicos que hablan de partenogénesis (White, 1973, 1978; Bell, 1982;
Suomalainen et al., 1987) hablan solamente de una especie de lumbricido, Dendrobaena
octaedra, con partenogénesis apomictica en vez de automictica: el nimero cromosémico
no se duplica en la oogonia, el de los oocitos no se reduce, y solo existe una division
ecuatorial (Suomalainen et al., 1987). Sin embargo, Simonsen y Holmstrup (2008)

demostraron que en realidad se trata de un caso mas de automixis.

Si bien los estudios sobre partenogénesis en lombrices de tierra son mas bien escasos por
lo que este tipo de reproduccion es todavia ampliamente desconocido, se han detectado
casos en que son necesarios una serie de estimulos fisico-quimicos para desencadenar el
proceso partenogenético: tal es el caso de Octolasion tyrtaeum, en el que los individuos
copulan e intercambian espermatdforos que se encuentran invariablemente vacios, pero
que parecen actuar de estimulo necesario para desencadenar la reproducciéon
partenogenética (Muldal, 1952; Jaenicke y Selander, 1979). En otras especies, se da una

partenogénesis ‘pura’, sin necesidad de estimulos externos.



IV.c. El concepto de especie en lombrices partenogenéticas.

Para Bouché (1972), es muy dificil de precisar la nociéon de especie en lumbricidos por
varios motivos diferentes, uno de los cuales es la diversidad de modos de reproduccion.
En las lombrices de tierra existen cuatro categorias reproductivas: diploide anfigdnico,
poliploide anfigonico, poliploide partenogenético meidtico y poliploide partenogenético
ameiotico, lo que imposibilita la utilizacién del concepto biolégico de especie en un
numero elevado de casos. Por otra parte, es importante tener en cuenta el papel de la
seleccién natural en animales de escasa movilidad, circunstancia que impide un
intercambio rapido de genes, lo que favorece la aparicion de razas locales que, poco a
poco, van separandose genéticamente unas de otras debido a presiones de seleccion

ligeramente diferentes.

El caso de las lombrices partenogenéticas fue sabiamente definido como “pesadillas de
los sistematicos” por Blakemore (1999). El concepto bioldgico de especie no puede ser
aplicado en estos casos, ya que cada individuo cumple el criterio de estar
reproductivamente aislado. Algunos autores han tratado de resolver el problema, pero
nunca se ha llegado a un consenso. Mayr (1963) sugirié que en estos casos lo mejor era
utilizar un criterio morfoldgico. Segun este autor, una especie partenogenética seria
aquella que ‘resulta en la combinacion dentro de una especie tinica de todos aquellos
individuos asexuales cuya diferencia morfoldgica entre ellos no sea mayor a la que exista
entre individuos conespecificos o poblaciones de especies sexuales relacionadas’. Para
completar este criterio, el autor también expuso que si el linaje partenogenético se
origind a partir de una especie anfimictica por un evento cromosomal irreversible (por
ejemplo, poliploidia), deberia ser considerado una especie diferente y hermana, aunque
casi no existiera diferencia morfoldgica. Este criterio ha sido empleado tradicionalmente
para definir especies en lumbricidos partenogenéticos, aunque es dificil de aplicar ya que
el grado de variacion morfoldgica es a veces muy ligero e incluso solapante entre especies
anfimicticas cercanas. Este es un gran problema en particular en complejos de especies
muy similares que engloban formas anfimicticas y partenogenéticas, como es el caso del
complejo de especies A. caliginosa. Por otra parte, es muy comun en algunas especies
partenogenéticas la existencia de polimorfismo en las estructuras reproductoras. Por

ejemplo, Gates (1974) categorizo formas partenogenéticas de D. octaedra teniendo en



cuenta la presencia/ausencia o grado de desarrollo de diferentes estructuras
reproductivas masculinas tales como espermatecas, testiculos o vesiculas seminales. Esto

sin duda dificulta la delimitacidon de especies partenogenéticas en base a su morfologia.

Segun Gates (1974), “la especie debe incluir no solamente las poblaciones sexuales, sino
también todos los linajes uniparentales, clones o formas evolucionadas recientemente y
4 . ) 14 .
que estan claramente afiliadas a ella’. Este concepto es util cuando se encuentran formas
intermedias, pero deja sin resolver el problema de cémo abordar el status de especies
partenogenéticas con especies parentales extintas o desconocidas. En estos casos, una
buena opcidn es emplear el concepto filogenético de especie basandose en el estudio de
marcadores moleculares, lo que daria informacion sobre la divergencia genética entre

formas o especies.

Algunos modelos recientes que intentan delimitar especies a partir de secuencias de
ADN son los desarrollados por Pons et al. (2006) y Birky et al. (2005, 2010) (éste ultimo
desarrollado en primer lugar para animales partenogenéticos). El primer método
consiste en la implementacién de un modelo "general mixed Yule-coalescent” (GMYC)
para la delimitacion de clasters de ADN. Se basa en que los patrones de las ramas dentro
de clusters genéticos reflejan procesos de coalescencia neutral dentro de especies
(Kingman, 1982), mientras que dichos patrones entre clusters genéticos reflejan eventos
de especiacion (Yule, 1924,). De una manera sencilla, el modelo GMYC estima los limites
entre especies a partir de secuencias de ADN identificando en un arbol filogenético los
patrones de las ramas como una transicion entre fenomenos de coalescencia y de
especiacion en linajes que han evolucionado independientemente, buscando los mayores

valores de verosimilitud en cada transicion.

La regla del 4X (Birky et al., 2005, 2010) es conceptualmente similar a la anterior, pero de
aplicacién mucho mas sencilla y supuestamente no tan limitada por el nimero de
muestras. La deriva genética entre linajes o metapoblaciones de una especie produce
clados separados por gaps. Sin embargo, todos los individuos de la especie seran
descendientes de un ancestro comun con una antigiiedad media de 2Ne generaciones,

donde Ne es el tamafio efectivo poblacional. Hasta aqui estamos considerando



fenomenos de coalescencia, como en el caso del modelo anterior. Ante un evento de
especiacion, las poblaciones se separardn en clasters que se iran haciendo mas profundos
con el tiempo, mucho mayores que 2Ne generaciones. Tedricamente, se considera que el
evento de especiacion ha terminado cuando las poblaciones estdn separadas por gaps
demasiado profundos como para ser generados solamente por deriva genética. Segtn los
principios de genética de poblaciones, la diferencia media entre secuencias entre
individuos en un clado, llamada diversidad nucleotidica m, es un estimador de 6~2Ney,
donde Ne es el tamarfio efectivo poblacional y p es la tasa de mutacion por par de bases
por generacion. Mas concretamente, 8=1/(1-41/3), lo que da practicamente m cuando
2Ne es pequeno. Por otra parte, la divergencia media entre secuencias K entre individuos
de dos clados es una estima de 2ty, donde t es el tiempo distante entre el ancestro
comun mads cercano y los clados. Asi, se podria emplear el cociente K/ 6 para conocer la
probabilidad de que dos clados pertenezcan a especies evolutivas distintas. Un tiempo de
divergencia entre clados de t = 4Ne representa el limite de confianza del 95% del tiempo
de coalescencia y de la profundidad de los gaps producidos por deriva genética, es decir,
los gaps entre estos clusters tienen una probabilidad de menos del 5% de estar formados

por deriva genética. Sustituyendo en la relacién K/0 daria:

K/0 =2ty / 2Nep = 8Nep / 2 Nep = 4

Por tanto, dos clados separados por K = 40 representarian dos poblaciones que han
divergido al menos 4Ne generaciones. Cuando 0 es pequefa, la regla queda muy cercana
a K = 4m. La facilidad de aplicacion de esta regla se debe a que Ne y p se anulan en la
ecuacion y no hace falta conocerlos, por lo que nos basta con conocer el valor de m entre
y dentro de clados para aplicarla. La ventaja de este método es que no fija unos valores
de divergencia a partir de los cuales deba considerarse la existencia de distintas especies,
lo que por otra parte se ha visto que puede llegar a ser muy diferente entre grupos de

lombrices y esta por supuesto sujeto a arbitrariedad en su eleccion.

También se han propuesto mds recientemente conceptos integrativos de especie
(Michiels, 1999; West et al., 1999), empleando datos moleculares, ecoldgicos,

comportamentales, morfoldgicos, etc.



Las lombrices partenogenéticas son muy comunes y muy adecuadas para ciertos tipos de
experimentos, por lo que es necesaria una solucion para la delimitacidon de especies, ya
que comparar datos con otros estudios es muy peligroso al no saber con exactitud la

entidad bioldgica con la que se esta trabajando.

IV. d. Origen de las formas partenogenéticas.

Los ancestros anfimicticos de formas partenogenéticas son bien conocidos en algunos
grupos animales; desafortunadamente, no es el caso de las lombrices de tierra. La
hibridacién ha sido propuesta por varios autores (e.g., Suomalainen et al., 1987) como
mecanismo comun de origen de formas partenogenéticas en algunos grupos animales
tales como peces, lagartos y salamandras. Entre invertebrados, existen varios casos en
que las formas partenogenéticas surgen por hibridacion. Es el caso, por ejemplo, de
hemipteros delfacidos o insectos palo del género Acanthoxyla, en los que se describié la
presencia de dos genomas haploides, cada uno proveniente de una especie anfimictica
(Buckley et al, 2008). Suomalainen et al. (1987) citan algunos ejemplos de invertebrados
en los que la partenogénesis parece haber surgido a partir de un evento mutacional
simple o multiple. En este altimo caso, la partenogénesis resultd ser una condicion
polifilética dentro de una unica especie, como en el caso del lepidoptero psicido

Solenobia triquetrella.

Existen cuatro mecanismos principales de origen de la partenogénesis en animales

(Simon et al., 2003):

- Origen espontdneo: mediante mutaciones involucradas en meiosis y éxito de la

reproduccion sexual.

- Origen hibrido: resultante de cruces entre dos especies sexuales. Estos individuos

suelen poseer alta heterocigosidad y alelos tipicos de ambas especies parentales.



- Origen contagioso: los linajes partenogenéticos pueden originarse
secundariamente a partir de linajes partenogenéticos preexistentes como
resultado de un aislamiento reproductivo incompleto entre individuos sexuales y
partenogenéticos. De hecho, se cree que la hibridacion entre hembras
partenogenéticas y machos de la misma especie o de especies proximas es uno de

los principales mecanismos generadores de poliploidia en animales unisexuales.

- Origen infeccioso: a través de infecciones de microorganismos, como es el caso de

Wolbachia.

Respecto a las lombrices de tierra, se han realizado algunos estudios moleculares
empleando alozimas para ver la variabilidad genética en especies relacionadas
partenogenéticas y sexuales, como A. trapezoides y A. caliginosa (Cobolli-Sbordoni et al.,
1987). Sin embargo, la informacion obtenida mediante esta técnica no ha sido suficiente
para evaluar hipdtesis sobre el origen de estas formas. Herramientas moleculares mas
potentes, como es la comparacion de filogenias mitocondriales y nucleares o la clonacién
de genes de copia tnica en especies poliploides, daran sin duda mas informacion sobre

este topico.

V. Marcadores moleculares en lombrices de tierra.

El estudio de las lombrices de tierra a través de marcadores moleculares es un campo
todavia muy emergente. Empezo a desarrollarse en los afios 8o para intentar responder
diversas preguntas que de otro modo son imposibles de abordar debido a las dificultades
que ofrece este grupo de animales: escasez de registro fosil (Piearce et al., 1990),
imposibilidad de observacion directa lo que dificulta la realizaciéon de trabajos eco-
etologicos, dificultad taxonomicas debido al solapamiento de caracteres entre especies y

a la variabilidad de los mismos dentro de especies, etc.



Son diversas técnicas las que se han empleado hasta el presente: polimorfismos
enzimaticos, AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms), RAPDs (Random
Amplification of Polymorphic DNA), amplificacién de genes mitocondriales, nucleares y
regiones microsatélites. Se puede encontrar un excelente compendio de los trabajos
moleculares realizados hasta ahora en lombrices de tierra en Dupont (2009) y Novo
(2010). En la mas reciente actualidad, se esta empezando a trabajar con ARN vy
transcriptomas. En lo que respecta a esta tesis, la técnica elegida ha sido la amplificacion

directa de genes mitocondriales y nucleares, lo que se tratard en detalle a continuacion.

La importancia de las secuencias de ADN reside en gran parte en que cada nucledtido de
su estructura primaria tiene el papel de cardcter homoélogo cuando comparamos dicha
secuencia en varios organismos. La gran mayoria de los cambios que observamos en una
misma secuencia de organismos distintos son mutaciones neutras que no confieren
ninguna ventaja o desventaja selectiva al organismo que las porta. Con cada generacion,
los organismos cambian ligeramente, y la tasa de cambio tiende a ser constante y fiable,
pero variable dentro de grupos o incluso especies (Novo et al., 2010). La filogenia
molecular trata de determinar las tasas y patrones de cambio ocurridos en el ADN o en
las proteinas y mide el nivel de homologia entre las secuencias de varios individuos para
analizar y reconstruir sus relaciones evolutivas. Asi, las poblaciones tendran unas
relaciones de parentesco genético, lo que complementado con informacion adicional
como su patron de distribucion, eventos biogeograficos relevantes, etc. nos dard una idea

de su historia evolutiva.

El ADN mitocondrial es muy utilizado en estudios evolutivos debido a una serie de
propiedades que lo hacen realmente adecuado para este tipo de estudios (Harrison, 1989,

Wolstenholme, 1992, Simon et al., 1994, Lunt, 1996; Saccone et al., 1999):

- Origen materno, por lo que presenta ausencia de recombinacion.

- Facil aislamiento.

- Presenta un gran ndamero de copias (minimo una por mitocondria).

- Estructura mas o menos conservada en animales.

- Amplio rango de tasas evolutivas en diferentes regiones (genes mds conservados

0 mads variables).



- Una region control + 37 genes estructurales codificantes de proteinas y

ribosomas.

El gen de la citocromo oxidasa I (COI o COXI) ha sido muy utilizado en estudios
filogenéticos a escala intraespecifica o intragenérica debido a su rapida variacion sobre
todo en la tercera posicion de los codones. De hecho, ha sido propuesto como ‘cédigo de
barras genético’ para la identificacion de especies animales (Hebert et al., 2003) debido a
la existencia de primers universales muy robustos que permiten la amplificaciéon en filos
muy diversos. En lombrices de tierra, existen numerosos estudios a partir de secuencias
de este gen (Pop et al., 2003, Chang y Chen, 2005, Csuzdi et al., 2005, Pérez-Losada et al.,
2005, Pop et al.,, 2005, Huang et al., 2007, Novo, 2010). El gen de la citocromo oxidasa II
(COII o COXII) ha sido menos empleado ya que no existen primers universales tan
robustos, a pesar de tener las mismas ventajas (Heethoff et al., 2004; Pérez-Losada et al.,
2009). Otros genes mitocondriales son también muy utilizados, tales como el 12S o 16S
rRNA. Su tasa de mutacién es unas 3 veces menor que la del COI, lo que les da un valor
complementario en estudios filogenéticos para detectar sefiales a nivel intraespecifico e

intragenérico (Pop et al., 2003; Halanych y Janosik, 2006).

Como se ha comentado anteriormente, es importante utilizar marcadores moleculares
con variabilidad distinta, ya que nos daran informacion complementaria a otro nivel. Por
otra parte, es también muy util la comparacion y complementacion de genes
mitocondriales y nucleares, puesto que en los nucleares vemos la sefal de la
recombinacion mientras que en los mitocondriales sélo tendremos informacién de la
herencia materna. En linajes unisexuales estrictos sin recombinacion, las filogenias
basadas en genes mitocondriales y nucleares deberian corresponder perfectamente. Por
otra parte, si los linajes asexuales resultan de la hibridaciéon de individuos conespecificos
o interespecificos sexuales, o si existe sexo raro dentro de los linajes unisexuales,

deberian encontrarse incongruencias entre las filogenias mitocondrial y nuclear.

Los genes ribosdmicos nucleares también han sido muy utilizados para la filogenia de
anélidos. Los dos genes mas utilizados son el 18S y el 28S rRNA. El gen 18S rRNA
(subunidad pequeiia del ribosoma) es util a nivel de familia, orden y en ocasiones para
identificar taxones hermanos (Erseus et al., 2002, Nygren y Sundberg, 2003, Rousset et

al., 2004). El gen 28S rRNA (subunidad grande del ribosoma) suele ser mas conservado



que el gen anterior, por lo que daria resolucién a niveles mas generales (Halanych y

Janosik, 2006).

El uso de genes nucleares codificantes de proteinas es algo mds reciente. Es el caso, por
ejemplo, de las histonas H3 y H4, que en el caso de las lombrices de tierra aportan una
buena resolucidn filogenética no solamente a nivel de familia y género (Novo, 2010), sino
también a nivel intraespecifico, tal como se verd en los resultados de esta tesis. Ambas
histonas presentan mds variabilidad que los genes ribosémicos, siendo la H3 mads

variable que la H4.

VI. Objetivos de esta tesis.

A pesar de ser una de las especies de lombriz mds abundante y extendida por toda la
tierra, existen muy pocos estudios sobre la lombriz partenogenética Aporrectodea
trapezoides: no sabemos de donde ha surgido ni las relaciones biogeograficas entre sus
poblaciones a nivel global, los estudios moleculares sobre su variabilidad genética son
muy limitados y sus relaciones filogenéticas con especies parecidas quedan mal resueltas.
La taxonomia tradicional no resuelve suficientemente el conflicto existente respecto al
status legal de las formas que integran el complejo de especies Aporrectodea caliginosa,
en el que usualmente se ha incluido a A. trapezoides. Los estudios moleculares mas
recientes dejan A. trapezoides sin resolver adecuadamente ya que aparece envuelta en
una enorme politomia (Pérez-Losada et al., 2009). El cardcter partenogenético de esta

especie dificulta en gran medida este tipo de estudios.

Como objetivo general de esta Tesis, se pretende contribuir al conocimiento de qué es en

realidad A. trapezoides, e intentar responder a preguntas sobre de ddnde viene, como de
variable es y como se reproduce, contextualizando su situacion con el estudio de las
relaciones filogenéticas de todo el complejo A. caliginosa. Para ello, se realizaran

estudios a macroescala, mesoescala y microescala.

Los objetivos particulares son:




I. ESTUDIOS A MACROESCALA.

A. Filogeografia de A. trapezoides (capitulos 2y 3).

1. ;Cudl es la diversidad clonal de A. trapezoides?

2. ;Existen linajes diferenciados en esta especie? Si es asi, ;cudl es su variabilidad

genética?

3. ;Existen diferencias morfologicas entre los distintos linajes?

4. ;Cudles son las relaciones filogenéticas de esta especie? ;Como es el patrén de

distribucion de los clones y linajes?

5. ¢Como es la historia demografica y evolutiva de A. trapezoides? ;Existen
diferencias a ese nivel entre los diferentes linajes?

B. Filogenia del complejo de especies Aporrectodea caliginosa (capitulo 4).

6. ;Cudles son las relaciones filogenéticas entre las especies tipicamente
consideradas dentro de este complejo y otras muy similares morfolégicamente, hasta
ahora no estudiadas a nivel molecular (A. giardi, Nicodrilus tetramammalis, N. monticola

y N. carochensis)?

7. ;Qué posicion filogenética ocupa A. trapezoides dentro de este grupo de

especies?

8. ;Quedan las especies bien delimitadas?

9. s Tiene la partenogénesis un origen simple o multiple en A. trapezoides?

10. ;Cudndo se origino A. trapezoides? ;Y el resto de especies del grupo?



A raiz de estos dos primeros estudios a macroescala, se obtienen ciertos
resultados interesantes que se investigan en detalle en los siguientes capitulos y que son
muy relevantes para saber mds en profundidad qué es A. trapezoides, de dénde viene y

coémo se reproduce.

II. ESTUDIOS A MESOESCALA.

C. Anadlisis de varias poblaciones de A. trapezoides que contienen

individuos con espermatecas llenas y vacias (capitulo 5).

En un estudio realizado por los miembros del grupo sin relacion con esta Tesis y casi al
término de la misma, se han encontrado varios puntos de muestreo dentro de un drea
geografica restringida en los que la poblacion de lombrices de tierra contenia ejemplares
de A. trapezoides unos con con espermatecas llenas (presuntamente sexuales) y otros
con espermatecas vacias (presuntamente partenogenéticas). El tamafio muestral es
grande por lo que este hallazgo ha representado la posibilidad de realizar un estudio de
detalle y con buen nivel de significacion (capitulo 7). Las posibilidades que ofrece esta
zona con poblacién mixta son enormes pero no pueden ser exploradas en esta Memoria
por falta de tiempo, pero lo serdn sin duda en trabajos posteriores ya que pueden ayudar

mucho a entender el origen de la partenogénesis en este grupo de lombrices de tierra.

1. ;Como es la genética de estas poblaciones?

12.;,Como son de similares genéticamente los individuos con espermatecas llenas

y vacias? ;Y los individuos con variacion morfologica en papilas y clitelo?

13. s Existe variabilidad morfoldgica entre ellos?

14. ;Se puede establecer alguna hipotesis sobre el posible origen de las formas

partenogenéticas?



III. ESTUDIOS A MICROESCALA.

D. Ciclo biologico del clon predominante en A. trapezoides (el

denominado ‘clon 1’) (capitulo 6).

Durante el estudio de los linajes de A. trapezoides se ha encontrado un clon que es
compartido aproximadamente por un tercio de los individuos muestreados de A.

trapezoides, y cuya distribucion es mundial. Este clon se ha denominado ‘clon 1 (capitulo

5).

15. ;Como es el ciclo bioldgico de este clon? ;Cual es su éxito reproductivo?

16. ;Existe plasticidad fenotipica dentro de los individuos de este clon?

E. Andlisis morfologico y ultraestructural de los dérganos reproductores

masculinos de A. trapezoides con espermatecas llenas y vacias (capitulo 7):

En una de las poblaciones muestreadas en los capitulos anteriores (Saint-Hilaire-du-Bois,
Francia), se encuentran algunos individuos de A. trapezoides con espermatecas llenas
(presuntamente sexuales), lamentablemente el tamafio muestral es pequeiio y no se ha
podido utilizar esta poblacion para otros estudios mas profundos. Se plantea por ello un
estudio a nivel ultraestructural comparando estos individuos con otros que presentan

espermatecas vacias y llenas.

17. ;Cudles son las diferencias a nivel morfologico y ultraestructural en las

espermatecas y vesiculas seminales de lombrices con espermatecas llenas y vacias?

18. ;Son los dérganos funcionales en los individuos de espermatecas llenas? ;Se

trata de individuos sexuales?






Un clon errante en una especie peregrina:
filogeografia, alta diversidad clonal y distribucion
geografica en Aporrectodea trapezoides (Duges, 1828).

Ferndndez et al. (2011). A vagrant clone in a peregrine species: phylogeography, high clonal
diversity and geographic distribution in Aporrectodea trapezoides (Duges, 1828). Soil Biology and
Biochemistry 43, 2085-2093.



Resumen

La lombriz peregrina Aporrectodea trapezoides es originaria de la region paleartica pero
se distribuye actualmente por todo el mundo debido a su uso extendido como cebo de
pesca y la expansion de las practicas agricolas europeas. Hasta ahora, se conoce muy
poco sobre su diversidad clonal o la diversificacion geografica de sus clones. Este estudio
trata de explorar la historia evolutiva de A. trapezoides mediante el andlisis del ADN
mitocondrial (genes COI y COII) y nuclear (285 rRNA e histona H3) de individuos
recolectados en 11 paises distintos. Se encontr6 una alta diversidad clonal, con 37 clones
claramente divididos en dos linajes distintos (I y II). La barrera biogeografica que separa
la distribucién de estos linajes corresponde a grandes rasgos con la linea que separa la
franja eurosiberiana de la peninsula ibérica de la zona mediterrdnea. Aproximadamente
un tercio de los ejemplares estudiados pertenecié al clon 1 del linajell. Este clon se
encontro en la mayor parte de las localidades muestreadas, mientras que el resto de
clones en general mostraron una distribucion geograficamente restringida. Este clon
parece haberse originado en el drea mediterranea del centro de Espaiia. Debido a su
amplia distribucion, se discute la posibilidad de que posea un genotipo generalista
(‘general purpose genotype’), lo que le permite adaptarse a un amplio rango de nichos

ecoldgicos.



Abstract

The peregrine lumbricid Aporrectodea trapezoides is originally from the Palaearctic
region but is distributed worldwide due to its widespread use as fishing bait and the
spread of European agricultural practices. Little is known about its clonal diversity or the
existence of a pattern of biogeographical diversification of clones. This study aimed to
explore the evolutionary history of A. trapezoides by analysing the mitochondrial (COI
and COII) and nuclear (28S rRNA and histone H3) DNA sequences of individuals
collected in 1 different countries. High clonal diversity was found for this species, with
thirty-seven clones clearly divided into two distinct lineages (I and II). The marked
biogeographical boundary between these lineages corresponds to the line separating the
Eurosiberian and Mediterranean climates in North Espafia. Clone 1 was shared by
approximately one third of the earthworms. While this clone was found in most of the
sampled localities, the rest of the clones showed geographically restricted distributions.
This clone may have originated in the Mediterranean area of Central Spain. As it was
obviously introduced in Australia and it was found in locations occupied by members of
both lineages, we hypothesise that it may have also been introduced in other countries

and that it could be a general-purpose genotype able to adapt to a wide range of niches.



Introduccion

Las lombrices de tierra tienen un interés particular desde el punto de vista filogenético y
biogeografico ya que son un grupo antiguo con escasa movilidad y en muchas ocasiones
confinadas en sus regiones de origen. Sus distribuciones pueden reflejar eventos
paleogeograficos pasados debido a su restriccion en dreas pequefas durante todas las
etapas de su vida y a su susceptibilidad a condiciones medioambientales extremas (como

desecacion).

Por otra parte, en tiempos relativamente recientes dos factores han permitido a algunas
especies ampliar enormemente su distribucion. Primero, el movimiento humano a través
del globo ha causado el transporte no intencionado de lombrices de tierra en conexion
con la agricultura y el comercio. Segundo, en décadas recientes el fenomeno de las
mejoras biologicas en suelos via introduccion o estimulacion de las lombrices ha
empezado a atraer atencion cientifica. Son muchos los estudios que demuestran la
importancia de estas especies en el proceso de pedogénesis, asi como su efecto en el
reciclaje de nutrientes, el mantenimiento de la fertilidad y estructura del suelo y
productividad de las plantas (Brun et al., 1987; Edwards y Bohlen, 1996), lo que ha llevado a
la ejecucion de varios proyectos de introduccion de lombrices. Por ejemplo, Huhta (1979)
introdujo Aporrectodea caliginosa en bosques de coniferas en Finlandia con resultados muy
prometedores. Otras introducciones de lombrices en pdlders holandeses (Van Rhee, 19609;
Hoogerkamp et al., 1983; Hoogerkamp, 1984), turberas en Irlanda (Curry y Bolger, 1984;
Curry y Boyle, 1987), antiguas minas en América (Dunger, 1969; Vimmerstedt y Finney, 1973;
Hamilton y Vimmerstedt 1980) o pastos en Nueva Zelanda (Stockdill, 1982) han arrojado

resultados muy positivos.

Aporrectodea trapezoides es una lombriz peregrina. Como se coment6 en la
introduccion, este término fue empleado por primera vez en lombrices por Michaelsen
(1903) para describir la amplia distribucion de algunas especies y su presencia en
localidades geograficamente remotas. A. trapezoides es una especie ampliamente
distribuida. Es normalmente la especie predominante en suelos mediterraneos (tanto en

términos de biomasa como de numero de individuos), y a menudo la tnica especie



presente debido a su gran capacidad de adaptacidn a condiciones ambientales extremas.
Es por ello que A. trapezoides es sin duda una especie clave en el manejo del suelo a nivel

global.

Al igual que A. trapezoides, otras especies peregrinas son también partenogenéticas.
Existen varios estudios que tratan sobre la diversidad genética de este tipo de lombrices.
En algunas especies, la diversidad clonal es baja, con un nimero reducido de clones (por
ejemplo, uno o dos clones en el caso de Octolasion cyaneum y O. tyrtaeum (Terhivuo y
Saura, 2003; Heethoff et al., 2004), mientras que en otras especies se han encontrado
muchos mas (por ejemplo, 20 clones en 50 ejemplares de Aporrectodea rosea, Terhivuo y

Saura, 2006).

El presente estudio pretende examinar la variacion genética (dos genes mitocondriales y
dos nucleares) y las relaciones filogeograficas de varias poblaciones de Aporrectodea
trapezoides recolectadas a nivel mundial para arrojar luz sobre i) la variabilidad clonal en
esta especie, y ii) la existencia de diferentes linajes y, en caso afirmativo, la distincion de

los mismos.

Materiales y Métodos

I. Muestreo

Un total de 178 especimenes de A. trapezoides fueron recolectados mediante cavado y

extraccion manual en 47 localidades diferentes (Fig. 1, Tabla 1) de Espaiia, Francia,



Fig. 1. Distribucion geografica de las localidades muestreadas.



Portugal, Italia, Grecia, Turquia, Algeria, Egipto y Australia. Todos los individuos fueron
morfologica y anatémicamente identificados como A. trapezoides siguiendo las claves de
Gates (1972), especialmente teniendo en cuenta la posicion de las tumescencias genitales
setales en los segmentos 9, 10 y 11, la localizaciéon del clitelo y de los tubérculos
pubertarios no divididos en los segmentos 31 a 33, y la esterilidad masculina

(espermatecas y embudos masculinos, ambos en los segmentos 10 y 11).

Después de la recoleccidn, los especimenes fueron lavados con agua destilada y
mantenidos en etanol absoluto o etanol 962 a -20°C. Una porcion de la pared del cuerpo
(+0.025 g) se extrajo y se limpio cuidadosamente bajo estereomicroscopio para eliminar
las particulas de suelo y los pardsitos macroscopicos. Las muestras de tegumento se

mantuvieron en etanol a -20°C hasta su digestion para la extraccion del ADN.

Clon Poblacion GPS N. poblacion en Fig.a




2(5) Alcalddelos N 36226 28.7" 31
Gazules (Espafia) W 05° 43" 14.3”

El Brull (Espaiia)
Puerto Querol (Espafia) N 40?33’ 49.1” 22
W oo° o1’ 03.5”
Robledillo (Espafia) N 39235 49.6” 25
W 04° 49" 39.6”
Sitagri (Grecia) N 412 07 44
E 24° 07
Maara (Grecia) N 412 09’ 45
E 24207
Villavelayo (Espafia) N 42° 06’ 23.63” 16
W 022 55'41.06”

6 (17) Corzos (Espafia) 10
Pefia Oroel (Espafia) N 412 23" 27.3” 18

E 01° 49" 39.3”
Saint Hilaire-du-Bois (Francia) N 44239 41.6” 2

W 002 05’ 23.8”

San Romdn (Espafia) N 43215 20.9”

W 052 05" 10.3”
Sant Joan de les Abadesses (Espafia) N 42213’ 30.0” 19

E 02014’ 57.5”

8(2),10 to 13 Laubert (Francia)
(1 each)

14 (3),15 (6) Linares (Espafia) N 38205 17.7” 34
W 03239’ 00.8”

Pifiar (Espafia) N 37224’ 39.2” 33
W 03229 47.0”



W 072 20" 12.9”

17 (5) Mende (Francia) N 44°29’ 43.6” 5
E 03227 41.9”
18 (3),19 (1) Monchique (Portugal) N 372 12" 14.9” 30
W 08232’ 07.5”
20 (1) Robledillo (Espafia)
21 (1) Laubert (Francia)
22(3),23(2) Romangordo (Espafia) N 392 44" 10.6” 29
W 05° 42" 53.7"
24 (1) San Romadn (Espafia)
25 (4), 26 to 28 (1 each) Saint Hilaire-du-Bois (Francia)
29 (2) Vall d'Uix6 (Espaiia) N 39250 25.2” 39
W 00215’ 59.7”
30to 34 Vendas Novas (Portugal) N 382 40’ 13.7” 27
(1 each) W 08226’ 35.8”
35 (1) Toledo (Esparia, MPL57) N 39°5123.36” 24
W 04%06721.42”
36 (1) Adé (Francia, MPL87)
37 (2) Monségur (Francia, N 44°39’19.27” 3

MPL89, MPLg2) E 00204 50.54”

Tabla 1. Tabla de correspondencias entre clones y localidades. El numero de individuos
muestreados por clon en cada localidad se indican entre paréntesis al lado del niumero de cada
clon. Se indican las coordenadas GPS y el niumero de cada localidad en el mapa de la Fig. 1. Las
poblaciones en cursiva corresponden a secuencias tomadas de GenBank (secuencias solament de
los genes COII y 28S rRNA; entre paréntesis, cddigo identificativo de cada secuencia en GenBank
empezando por MPL; Pérez-Losada et al., 2009). En el caso de encontrar distintos clones en la
misma localidad, las coordenadas GPS y el numero de poblaciéon correspondiente a la Fig. 1 sdlo
de dan en el primer caso en que la poblacidn es mencionada.

I1. Estudio anatémico-morfoldgico de los ejemplares

Se estudiaron 91 ejemplares a nivel morfoldgico y anatémico de 16 localidades distintas
para ver si existen diferencias entre poblaciones. En concreto, se observaron la longitud
total del individuo, el nimero de segmentos, posicion de tubérculos, clitelo y papilas,
numero de segmentos tiflosolados y atiflosolados, y posicion y estado de las
espermatecas (vacias o llenas). Se realizé un Analisis de la Varianza (ANOVAs) para ver
si existian diferencias significativas en los caracteres cuantitativos entre las poblaciones
estudiadas, y un andlisis de la t de Student para ver las diferencias entre los dos linajes.

Ademas, se observo el patron general de los caracteres cualitativos.



III. Extraccion de ADN, amplificacién y secuenciacion

El AND gendmico total fue extraido con el kit DNAeasy Tissue kit (Qiagen). La reaccion
en cadena de la polimerasa (‘Polymerase chain reaction’, PCR; Saiki et al., 1988) se llevé a

cabo en un termociclador Perkin Elmer g700.

Se amplificé un fragmento del gen nuclear 28S rDNA (809 pares de bases) usando los
cebadores descritos en Pérez-Losada et al. (2009), F1 (5'- GAG TAC GTG AAA CCG TCT AG
-3’) y R1 (5'- CGT TTC GTC CCC AAG GCC TC- 3°). La PCR consistid en un paso inicial de
desnaturalizacion a 95 °C durante 3 minutos y 4o ciclos de amplificacion
(desnaturalizacion a 94 °C durante 45 segundos, alineamiento a 54.5°C durante 60
segundos, extension a 72 °C durante 9o segundos), y un paso de extension final a 72 °C

(5 minutos).

Para la amplificacion del fragmento de la citocromo oxidasa subunidad II (COII) (551
pares de bases) se emplearon los cebadores descritos en Pérez-Losada et al. (2009), COII-
LumbF1 (5-GGC ACC TAT TTG TTA ATT AGG-3') y COII-LumR2 (5'- GTG AGG CAT
AGA AAT ACA CC -3'). Las condiciones de PCR fueron: un paso inicial de
desnaturalizacion a 95 °C durante 3 minutos, seguido de cuarenta ciclos de
desnaturalizacién a 95°C (60 segundos), alineamiento a 48°C (70 segundos) y extension

a 72 °C (75 segundos).

La amplificacién del fragmento de la citocromo oxidasa subunidad I (COI) (459 pares de
bases) se realizo gracias al disefio de los cebadores especificos LCO_AT (5-CAT TYG TRA
TAA TYT TCT TT -3’) y HCO_AT (5- GCT GAT ATA RAA TAG GGT CTC -3’), ya que la
amplificacién con los cebadores universales empleados en Folmer et al. (1994) resulté
solamente en aproximadamente un tercio de las muestras. Las condiciones de

amplificacion fueron: un paso inicial de desnaturalizacion a 95°C durante 15 minutos,



seguido de 35 ciclos que comenzaron con un primer paso de desnaturalizacion a 94°C (30
segundos), un segundo paso de alineamiento a 50°C (70 segundos) y un tercero de

extension a 722C (9o segundos), y un dltimo paso de extensidn final a 72°C (10 minutos).

El fragmento del gen nuclear histona H3 (H3)(311 pares de bases) se amplificé usando la
pareja de cebadores H3aF (5- ATG GCT CGT ACC AAG CAG ACV GC -3") y H3aR (5-
ATA TCC TTR GGC ATR ATR GTG AC -3) (Colgan et al., 1998). Las condiciones de
amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C durante 2 minutos, 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C (30 segundos), alineamiento a 50°C (30 segundos) y extension a

72°C (60 segundos), y fase de extension final a 72°C (7 minutos).

El volumen total de la solucién de PCR (50 pl) incluyo 0,6 pl de la muestra de ADN, 1 uM
de cada cebador, 200 pM de dNTPs (Invitrogen), 1X de tampén de PCR con 1,5 mM de
MgCl2 (Applied Biosystems) y 1,25 unidades de enzima polimerasa AmpliTaq (Applied
Biosystems). Se incluyé DMSO (1 ul) para la amplificacion del gen 28S. En el caso del
COIl, se realizaron diluciones del ADN 1:32 ya que resulté que la alta concentracion

inhibia la reaccion de PCR.

Todos los productos de PCR fueron especificos; se purificaron con el kit Speedtools PCR
clean-up kit (Biotools) y se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%
tefiido con bromuro de etidio. La secuenciacion automatica en una direccién se llevo a
cabo en la Unidad de Gendmica del Parque Cientifico de Madrid y en Macrogen Inc.

(Corea).

Las secuencias obtenidas se compararon con secuencias de otras lombrices en GenBank
usando el algoritmo de busqueda BLAST (Altschul et al., 1997). Las secuencias de DNA se
depositaron en GenBank bajo los niumeros de acceso JF918579-JF918719. Treinta y seis
secuencias adicionales (COII y 28s, 18 de cada gen) de A. trapezoides de distintas
localidades de Espafia, Francia, Serbia y Polonia disponibles en GenBank de un estudio
anterior (Pérez-Losada et al., 2009) fueron afadidas a los andlisis (Tabla 1). Varias

secuencias de Hormogaster elisae, H. irequana, H. castillana y H. huescana empleadas



como grupos externos se tomaron también de GenBank (COI, 28s y H3) y/o fueron

cedidas por Marta Novo (COII).

IV. Variabilidad genética y andlisis filogenéticos.

El modelo de evolucion de las secuencias y sus correspondientes pardmetros fueron
estimados con jJMODELTEST v. o.1.1 (Posada, 2008) para cada gen. Los modelos que

mejor se ajustaron fueron utilizados en las estimaciones filogenéticas.

La saturacion en las terceras posiciones de los genes mitocondriales (COI y COII) fue
analizada con el programa DAMBE (Xia y Xie, 2001). Como es de esperar, se observo
mayor saturacion en las transiciones, mientras que las transversiones no se encontraban
saturadas (Anexo 1). Por ello, se optd por realizar los andlisis filogenéticos con todas las

posiciones.

Los andlisis de maxima verosimilitud (‘Maximum likelihood, ML) se realizaron con el
programa Phyml v. 2.4.4 (Guindon y Gascuel, 2003) incluyendo los valores de « e I dados
por JMODELTEST. El soporte estadistico de la topologia de los clados se calculé usando
bootstrap (Felsenstein, 1985) con 1.000 pseudorréplicas. Esta aproximacion de
verosimilitud incluyé busquedas heuristicas implicando cambio de ramas por biseccion
del arbol y reconexion (‘Tree bisection and reconnection’, TBR) con 10 adiciones de taxén

al azar por paso.

Los arboles de maxima parsimonia se infirieron mediante el programa TNT v. 11
(Goloboff et al., 2003). Se realizaron btsquedas heuristicas con 1.000 rondas de adicion
de taxones al azar manteniendo 10 arboles por ronda hasta un total de 10.000 arboles. Los
mejores arboles se sometieron a otra ronda de cambio de ramas TBR. El soporte de los

clados se calculé usando bootstrap con 1.000 pseudorréplicas.



La estimacion de la filogenia bayesiana se realizé mediante el programa MRBAYES v.3.1.2
(Ronquist y Huelsenbeck, 2003). Los parametros en MRBAYES se fijaron a 1 X 10°
generaciones y se muestrearon 1.000 arboles cada cien generaciones, utilizando la opcién
por defecto de arbol al azar para empezar el analisis. Todos los puntos muestrales
anteriores a la fase de platé (200 arboles) se descartaron como ‘burn in’. La probabilidad
posterior (pP) de cada clado obtenido de analisis separados se compar6 para ver la

congruencia y luego se combino y resumid en un arbol consenso del 50% (Huelsenbeck e

Imennov, 2002; Huelsenbeck et al. 2002).

Las regiones génicas se analizaron tanto de manera aislada como en forma de
supermatriz de multiples particiones concatenadas. Para testar la existencia de conflictos
en los sets de datos, se realizé el test de incongruencias en la diferencia de longitud
(‘Incongruence Length Difference test, ILD) (Farris et al., 1994) en el programa

WINCLADA v.1.00.08 (Nixon, 2002).

Como medida de la diferencia neutral en las regiones codificantes mitocondriales, se
calcul6 el porcentaje de diferencias en los sitios 4 veces degenerados (fourfold
degenerate sites, D4) siguiendo el método de Kumar (Nei y Kumar, 2000). Esta distancia
se satura de manera mucho mads lenta y es menos sensitiva al sesgo transicion-
transversion que las diferencias en las posiciones 2 y 3 veces degeneradas (Li, 1993; Mark
Welch y Meselson, 2000). Las posiciones D4 fueron identificadas mediante el programa
DnaSP v. 5.0 (Librado y Rozas, 2005). Las distancias genéticas en estas posiciones fueron
calculadas en MEGA 4.0 (Tamura, 2007). Las tasas de sustituciones sinénimas y no
sinonimas fueron estimadas en MEGA 4.0 mediante varios algoritmos (Li et al., 1985; Li,
1993; Pamilo y Bianchi, 1993; Nei y Kumar, 2000). Las secuencias nucleotidicas fueron
transladadas a aminodacidos en el programa DnaSP v. 5 utilizando el codigo genético
mitocondrial de planaria. El contenido en AT en ambos genes mitocondriales también se

calculd con este programa.



V. Otros andlisis estadisticos

La diversidad haplotipica media de las secuencias (1) dentro y entre clusters se calcul6
en el COII al ser el gen mitocondrial del que se tenian mds muestras disponibles, Los
valores de diversidad se usaron para comprobar si pares de clados hermanos cumplian la
regla del 4X (Birky et al.,, 2005), que trata de delinear poblaciones independientes
comparando la diversidad dentro y entre clusters reciprocamente monofiléticos,
comprobando asi la separacion de los linajes. Esta regla se cred originariamente para
estudiar procesos de especiacion en animales partenogenéticos (Birky et al., 2005; Birky
et al., 2010) y es ampliamente utilizada en estudios con este tipo de animales para

delimitar especies (Birky y Barraclough, 2009; Bode et al., 2010).

Resultados

I. Alta diversidad clonal y variabilidad genética.

Nuestros resultados revelan una alta diversidad clonal dentro de A. trapezoides. Se
distinguieron claramente dos linajes (linajes I y II) (Fig. 2). La diversidad clonal
encontrada fue alta y claramente estructurada en distintos grupos de secuencias o
‘clasters’, separados en el arbol filogenético por ramas internas cortas o de longitud

media (Fig. 3) . Se encontré un mayor namero de clones en el linaje II que en el I.

La distribucion de los individuos muestreados por clon se muestra en la Fig. 4. El grafico
muestra una distribucion bipolar, indicando que la mayor parte de los clones estaban
representados o bien por muy pocos individuos (menos de 6) o por un alto nimero (20 6
mas). Ademds, la tendencia general fue la presencia de un sesgo a favor de un escaso

numero de individuos por clon.

El porcentaje de sitios D4 en las regiones codificantes de ambos linajes fue entre un 16%

y un 19%. La medida del porcentaje de las distancias en las posiciones es una estima de la



distancia no paramétrica muy adecuada, ya que estos sitios no afectan a la secuencia de
la proteina y se conoce que tienen un nivel de saturacién menor y son mucho menos

proclives a presentar sesgos entre transiciones y transversiones (Li, 1993). En nuestros
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Fig. 2. Filograma basado en el andlisis de inferencia bayesiana (BI) de la base de datos
concatenada (COI, COII, 28S rRNA y H3). Los valores de probabilidad posterior (BI) y de
bootstrap arrojados por los programas de méaxima verosimilitud (ML) y médxima parsimonia (MP)
se indican sobre las ramas cuando > 0.70/70/70 (BI/ML/P). Un asterisco en ramas terminales
indica > 0.70/70/70. La barra de escala representa o,1 sustituciones por sitio. Se representan tanto
los dos principales linajes (I y IT) como subclados diferenciados dentro de cada uno de ellos (A a
H).
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Fig. 3. Representacion geografica de los clados delimitados en el arbol filogenético de la Fig. 2.
Cada érea coloreada contiene los clones de cada clado para una mejor visualizacion; no predice si
dichos clones serian encontrados fuera de los puntos muestreados incluidos en dichas areas.

datos, la mitad de los sitios D4 fueron variables y las distancias por pares variaron entre
el 30% y el 41% en los genes COI y COII, respectivamente; estas distancias no soportan

una divisidon antigua entre los linajes, ni tampoco una alta saturacidn en las secuencias.

Los diferentes métodos empleados para calcular las sustituciones sindénimas (SS) y no
sinénimas (NS) en los genes mitocondriales mostraron resultados muy similares. En
todos los casos, las sindnimas fueron mucho mayores que las no sinénimas (SS - NS > 1),
sugiriendo que estos genes estan bajo fuerte seleccion. El contenido en AT en los genes

mitocondriales estudiados fue similar (0,559 y 0,631 en COI y COII, respectivamente).



I1. Andlisis filogenéticos y distribucion biogeogrdfica de los linajes

Se emplearon los tests de verosimilitud jerarquicos, el critero de informacién de Akaike
(AIC) y el criterio de informacion bayesiano (BIC) para elegir el modelo General de
Tiempo Reversible (‘General Time Reversible model’, GTR) con distribuciéon gamma (G)
y sitios invariables (I) como el mejor modelo de evolucidn para los genes COIl y 28s, y el
modelo Hasegawa- Kishino- Yano (1985) con distribuciéon gamma (HKY + G) para COl 'y
Hs.
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Fig. 4. Representacion grafica del numero de clones que contienen el mismo ndmero de
individuos.

No se encontraron discordancias mayores entre las topologias de los arboles de ML, MP y
BI. Las pocas diferencias topoldgicas observadas fueron siempre a nivel terminal y
debidas principalmente al numero mayor de politomias en el andlisis bayesiano. Sin
embargo, los mismos grupos de secuencias a nivel terminal fueron observados en todos

los andlisis. Todos los arboles realizados con las distintas particiones y con el set de datos



concatenados (Fig. 2) produjeron topologias congruentes. Ademads, el test ILD no

encontro incongruencias significativas entre ellos (P > 0.05).

Fig. 5 (a) Distribucién de ambos linajes principales encontrados en A. trapezoides (cuadrados:
clones del linaje I; estrellas: clones del linaje II), excepto el clon 1. Fig 5 (b). Distribucién del clon 1
(circulos).

Como se ha mencionado brevemente al inicio de los resultados, se encontraron dos
linajes (llamados linaje I y II) representados por dos clados separados basalmente y
soportados por altos valores de bootstrap y probabilidad posterior (Fig. 2). Cada linaje
estaba formado por grupos de clados estrechamente relacionados y generalmente con

alto valor de soporte estadistico.



La distribucién del nimero de individuos por clon se muestra en la Tabla 1. El clon 1
(perteneciente filogenéticamente al linaje II) se encontro entre las muestras de la mayor
parte de los paises muestreados, mostrando una amplia area de distribucién (Fig. 5a). El
andlisis de la distribucién biogeografica excluyendo el clon 1 mostré que ambos linajes
tenian dareas de distribucion claramente distintas. El linaje I muestra una distribucion
norteuropea (norte de Espafa, Francia y Polonia), mientras que el linaje II se distribuye
por el sur de Europa, paises mediterraneos y Australia (Fig. sa y b). En algunas
poblaciones de ambos linajes los individuos pertenecientes al clon 1 se encontraron

mezclados con otros clones.

Se testd la regla 4X en clados hermanos, excluyendo los clados sueltos. La mayoria de
ellos no resulto consistente con dicha regla, ya que en todos los casos la distancia media
entre clados fue menor de cuatro veces la distancia dentro de clados (Anexo 2).

Solamente la obedecieron los clones 36 y 37 (linaje I).

I1I. Andlisis anatémico-morfoldgico de los individuos

De los g1 individuos analizados, 44 resultaron pertenecer al linaje I y 47 al linaje II
(Tablas 2y 3). El ANOVA de los caracteres cuantitativos (longitud, numero de segmentos
totales, namero de segmentos tiflosolados y atiflosolados) no mostré diferencias

significativas entre linajes o entre poblaciones en ninguno de los casos (Tabla 4).



Poblacion Ref. Longitud Segmentos Tubérculos Clitelo Papilas No. tiflos. No. atiflos. Esp.

COR2 roto roto 31-33 28-34 9,10,11 roto roto 9-10,V

COR4 66 151 (30) 3133 28-34,35 9,10,11 96 55 910,V

CORS8 64 131 poco des 27-34 poco des 95 36 9-10,V

CORi0 roto roto poco des 28-34 poco des roto roto 9-10,V

LAN2 59 132 31-33 27-34 9,10,11 96 36 9-10,V

LAN4 58 138 31-33 27-34 9,10,11 98 40 9-10,V

Tabla 2. Caracteres anatomico-morfoldgicos en individuos del linaje I de A. trapezoides. Ref: referencia de cada individuo. Poco des: poco
desarrollados. No. tiflos: nimero de segmentos tiflosolados. No. atiflos: nimero de segmentos atiflosolados. Esp: espermatecas. V: vacias. LL:
llenas.



Poblacion  Ref. Longitud Segmentos Tubérculos Clitelo Papilas No. tiflos. No. atiflos.  Esp.

LAU10 69 153 31-33 (26) 27-34 (35)  9,10,1130,33,34 m 42 910,V

LAU8 70 106 31-33 (26) 27 -34 (35) 9,10, 11 97 9 9-10,V

LAU12 75 109 31-33 26- 34 9,10, 11 92 17 9-10,V

du-Bois SHB2 roto roto 32-34 poco des poco des. (8) 9,10, roto roto 9-10,V

SHB4 70 177 31-33 poco des. 9,10,11 121 60 9-10,V

SHB6 o1 178 31-33 poco des 29-34 9,10,11 u8 62 9-10,LL

SHB8 50 145 31-33 27-34 9,10,11 100 45 9-10,V

SHB10 8o 182 31-33 poco des poco des 137 45 9-10,V

Tabla 2. Caracteres anatémico-morfoldgicos en individuos del linaje I de A. trapezoides (continuacion).



Poblacion Ref. Longitud Segmentos Tubérculos Clitelo Papilas No. tiflos. No. atiflos. Esp.

les Abadesses SJOA2 80 167 31-33 1/n27-1/n35  9,10,11 20,30,32,34 107 60 9-10,V

SJOA4 68 172 31-33 27-34 9,10,11, 30-34 120 52 9-10,V

SJOA6 roto roto 31-33 27-34 9,10,11 roto roto 9-10,V

SJOAS8 roto roto 31-33- dificil 27-34 9,10,11 roto roto 9-10,V

San Roman SAN1 82 143 (30) 31-33 27-34 9,10,11 101 42 9-10,V

SAN3 106 140 31-33 27-34 (35) 9,10,11,12 30,33,34 96 44 910,V

SANs5 102 145 31-33 28-34 9,10,11 98 47 9-10,V

Tabla 2. Caracteres anatémico-morfoldgicos en individuos del linaje I de A. trapezoides (continuacion).



Poblacion Ref. Longitud Segmentos Tubérculos Clitelo Papilas No. tiflos. No. atiflos. Esp.

Algeria ALG1 87 138 31-33 26-34 0,10,11 106 32 9-10,V
ALG2 87 147 31-33 27-34 (8),9,10,11 12 34 9-10,V
ALG3 100 161 31-33 26-34 0,10,11 29,34 13 48 9-10,V
ALG4 112 170 31-33 (26) 27-34 (35) 9,10,11 15 55 9-10,V
ALGs 74 128 31-33 27-34 9,10,11 93 35 9-10,V
ALG6 67 138 31-33 26-34 9,10,11,(12) 104 34 9-10,V
Carnota CAR1 78 137 31-33 27-34 0,10,11 102 35 9-10,V
CAR2 68 140 31-33 26-34 9,10,11 95 45 9-10,V
CAR3 84 141 31-33 26-34 9,10,11 30,32,33 104 37 9-10,V
CAR4 66 16 31-33 26,27-34 9,10,11 81 35 9-10,V
CAR5 57 125 31-33 (26) 27-34 9,10,11 96 29 9-10,V
CARG6 62 147 31-33 27-34 9,10,11 105 42 9-10,V
Diyarbakir TUR: roto roto no visibles golpe, roto poco des roto roto 9-10,V
TUR2 79 148 31-33 (26) 27-34 9,10,11 104 44 9-10,V
TUR3 74 124 31-33 26-34 0,10,11 97 27 9-10,V
TUR4 roto roto (30)31-33 26-34 9,10,11 roto roto 9-10,V
Sitagri ROD1 54 o1? Reg? 31-33 26-34 0,10,11 89 2 9-10,V
ROD2 66 134 31-33 (257?) 26-34 9,10,11 no visible  novisible 9-10,V
Maara DRA1 49 131 (30)31-33  (26) 27-34 (35) 9,10,11 95 36 910,V
DRA2 56 149 31-33 26-34 9,10,11, 327 105 44 9-10,V
DRA3 52 145 (30) 3133 26-34 (35) 9,10,11 98 47 910,V

Tabla 3. Caracteres anatémico-morfologicos en individuos del linaje II de A. trapezoides. Ref: referencia de cada individuo. Poco des: poco
desarrollados. No. tiflos: nimero de segmentos tiflosolados. No. atiflos: nimero de segmentos atiflosolados. Esp: espermatecas.



Poblacion Ref. Longitud Segmentos Tubérculos  Clitelo Papilas No. tiflos. No. atiflos. Esp.

BRU2 94 159 31-33 26-34 9,10,11 29,32 108 51 9-10,V

BRU4 55 123 31-33 27-34 9,10,11 100 23 9-10,V

Mojacar MOJ 8o 144 31-33 26,27-34 9,10,11 105 39 9-10,V

MOJ3 82 159 (30)31-33  (26) 27-34 9,10,11 106 52 9-10,V

MOJs 64 138 31-33 26-34 9,10,11 93 45 9-10,V

Sta. Cristinade CRIl 60 139 31-33 27-34 9,10,11 94 45 9-10,V

CRI3 61 168 31-33 277-347 poco des 18 50 9-10,V

Tabla 3. Caracteres anatémico-morfoldgicos en individuos del linaje I de A. trapezoides (continuacion).



Poblacion Ref. Longitud Segmentos Tubérculos Clitelo Papilas No. tiflos. No. atiflos. Esp.

Gazules ALZ>2 76 139 31-33 27-34 poco des 104 35 9-10,V

ALZ4 79 162 31-33 27-34 (8), 9,101 m 51 9-10,V

Navarrés NAV1 71 136 31-33 26-34 9,10,11 102 34 9-10,V

NAV3 53 131 31-33 27-34 9,10,11 30, 327 102 29 9-10,V

NAV5 roto roto 31-33 26-34 9,10,11 roto roto 9-10,V

NAV7 73 144 31-33 26-34  9,10,1130,32,337 101 43 9-10,V

Tabla 4. Caracteres anatomico-morfoldgicos en individuos del linaje II de A. trapezoides (continuacion).



Cardcter/Comparacion Entre poblaciones Entre linajes

Longitud F(15,75) = 10,779 t(1) = 0,678
P = 0,614 P = 0,547
No. segmentos F(15,75) = 15,874 t(1) = 0,689
P = 0,628 P =0,549
No. tiflosolados F(15,72) = 8,597 t(1) = 0,578
P =o0,425 P =0,678
No. atiflosolados F(15,72) = 7,217 t(1) = 0,457
P =0,397 P=0,745

Tabla 4. Resultado de los ANOVAs y analisis de t de Student para los caracteres anatomicos y/o
morfolégicos cuantitativos analizados.

En cuanto a los caracteres no cuantitativos, parecen ser bastante homogéneos tanto
dentro de poblaciones como dentro de linajes, tal como se observa en las tablas 2 y 3. Las
espermatecas estan invariablemente vacias, excepto en tres individuos de St. Hilaire-du-
bois que presentaban espermatecas llenas. Este fendmeno se estudiara en profundidad
en el capitulo 7 de esta tesis, por lo que no se discutira sobre ello en este capitulo. La
forma de los tubérculos es siempre lineal. La posicion de clitelo, tubérculos y papilas
parece tener la misma variabilidad en ambos linajes. Por lo tanto, no existen diferencias

morfoldgicas ni anatomicas diferenciales.

Discusion

I. Evidencia de seleccion en genes codificantes

La alta diversidad de linajes detectados al analizar el gen COI en algunos projectos de
barcoding podria ser una sobreestima de la diversidad real, ya que frecuentemente se
amplifican pseudogenes insertos en el genoma nuclear (conocidos como ‘numts,
abreviatura de ‘nuclear mitochondrials’) (Song et al., 2008). Los genes que codifican para

proteinas estan normalmente bajo selecciéon negativa cuando las substituciones



sinénimas son mayores que los no sinénimas (SS > NS; Page y Holmes, 1998). Por ello, la
tasa SS/NS puede utilizarse para identificar estos ‘numts’ que no tienen funcion y, por
tanto, se encuentran bajo seleccion neutra, esperando por ello un nimero similar de SSy

NS.

La medida de SS y NS en COI y COIIl mostré que las substituciones sinénimas eran
predominantes (SS - NS > 1), mostrando por ello que ambos genes mitocondriales se
encuentran bajo fuerte seleccion negativa. Las secuencias obtenidas en este estudio no
contenian codones de terminacién ni inserciones o deleciones (‘indels’, del inglés
‘insertion-deletion’), y pudieron ser alineadas de manera no ambigua a pesar del gran
numero de diferencias en los pares de bases. También ha sido sugerido que un bajo
contenido en AT puede indicar la presencia de ‘numts’ debido a un sesgo en la
composicion de bases diferente entre ADN mitocondrial y nuclear. En nuestros datos, la
composicion de bases de COI y COII estaba sesgado hacia una mayor riqueza en AT
(0,559 y 0,631, respectivamente), que es consistente con lo esperado para genes
mitocondriales. Todas estas observaciones nos permiten descartar la amplificacion de

pseudogenes en el presente estudio.

El hecho de que estos genes estén bajo fuerte seleccion negativa y que la tasa evolutiva
sea de una magnitud comparable con la de otras lombrices (Heethoff et al., 2004; Chang
y Chen, 2008; Novo et al., 2009; Novo et al., 2010) contradice el concepto de que los
organismos partenogenéticos deban acumular mutaciones deletéreas (Birky et al., 2005).
Este hecho ha sido corroborado en otros invertebrados partenogenéticos, por ejemplo

acaros oribatidos (Heethoff et al., 2007).



II. Diversidad clonal

Nuestros resultados muestran una alta variacién genética en A. trapezoides. Estos
resultados se corresponden con la alta diversidad de alozimas encontradas en
poblaciones italianas (Cobolli-Sbordoni et al., 1987) y australianas (Dyer et al., 1998) de
esta especie, en los que se encontraron valores de similaridad genética entre poblaciones
desde un 64,92% a un 86,82% en el primer trabajo mencionado, y desde un 80,4% a un
89% en el segundo. Por el contrario, un analisis previo de secuencias mitocondriales y
nucleares (Pérez-Losada et al., 2009) no mostr6 gran variacion genética. Sin embargo, el
numero de poblaciones muestreadas fue bajo y la mayor parte de las muestras
pertenecian al denominado clon 1 en este estudio. En cualquier caso, ambos tipos de
trabajos se basaron o bien en un muestreo relativamente restringido desde un punto de
vista geografico, o bien en un escaso nimero de individuos. Como se ha mencionado
anteriormente, en el presente estudio no se han encontrado evidencias de inserciones
mitocondriales en el genoma nuclear, por lo que no hay duda de la autenticidad de la

alta diversidad encontrada.

I1I. Separacion de los linajes

Bajo seleccidon diversificadora, los gaps separan poblaciones que han estado
evolucionando de manera independientemente el tiempo suficiente como para llegar a
ser reciprocamente monofiléticos, hasta llegar a un evento de especiacion completo si el
tiempo es lo suficientemente largo. La regla del 4X propuesta por Birky et al. (2005, 2009,
2010) nos permite testar si la magnitud de los gaps es suficiente para considerar que se ha

producido un evento de especiacion.

En este estudio, ninguno de los clados siguio esta regla; solamente fue cumplida por dos
clones que no formaban clado con otros clones, quedando como ramas terminales
(‘singletons’). Por lo tanto, la proporcién divergencia entre clados/divergencia dentro de
clados en A. trapezoides no es lo suficientemente grande como para considerar ambos
linajes principales (o cualquier clado dentro de ellos) como lineas evolutivamente

diferenciadas sensu Birky et al., 2009. Las distancias D4 entre linajes también soportan



esta hipétesis. El tiempo desde que los linajes I y II se separaran geograficamente parece
no haber sido suficiente como para que éstos sean dos especies evolutivas diferentes

segun esta regla; el evento de especiacion parece estar todavia en proceso.

Supuestamente, es valido testar si los singletons también cumplen esta regla (Birky et al.,
2010). Sin embargo, a la vista de los resultados es facil esperar que si con un aumento de
muestreo se encontraran clones que se agruparan con ellos, la diversidad nucleotidica

seria bastante alta, al igual que ocurre en el resto de los clados.

IV. Implicaciones filo- y biogeogrdficas

Este es el primer estudio filogeografico a escala cuasi mundial que se realiza sobre una
especie de lombriz partenogenética. El patrén general que emerge de este estudio es que
los individuos analizados de A. trapezoides se dividen en dos linajes bien separados y
soportados estadisticamente, los llamados linajes I y II (Fig. 4). Otro resultado inmediato
es la presencia de una alta diversidad clonal y la existencia de un clon dominante (el clon
1), presente en una tercera parte de las muestras analizadas y de distribuciéon mundial.
Ademas, si el clon 1 se excluye, existe evidencia de fuerte separacion geografica de ambos
linajes. El linaje I se distribuye principalmente en dreas eurosiberianas (norte de Espafia,
Francia y Polonia), mientras que el linaje II parece tener una distribucion basicamente
mediterrdanea (centro y sur de Espafia y Portugal, costa mediterranea de Francia,

Cerdeiia, Turquia, Grecia, Algeria y parte mediterranea de Australia).

Son varias las hipotesis que pueden ser postuladas para intentar explicar la existencia de
estos linajes. Por una parte, el arbol filogenético parece indicar un origen distinto de la
partenogénesis en ambos linajes, ya que la dicotomia es muy basal y estd bien soportada
estadisticamente. Por ello, pudiera ser que ambos linajes provinieran de formas sexuales
diferentes, y su distribucion geografica refleja la de sus ancestros. Por otra parte, el papel
de las glaciaciones cuaternarias para explicar la distribucion actual de linajes
geograficamente diferenciados ha sido postulado varias veces (Hewitt, 2001). En

particular, las peninsulas mediterrdneas (principalemente la Ibérica, la Itdlica y la



Balcanica) fueron un importante refugio tanto para animales como para plantas durante
estas glaciaciones (Huntley y Birks, 1983; Taberlet et al., 1998; Hewitt, 2001). Sin
embargo, no tenemos datos suficientes para apoyar ninguna de estas sugerencias. Haran
falta por una parte mas muestras de las peninsulas Itdlica y Balcdnica y por otra un
estudio mas profundo sobre el origen de las formas partenogenéticas para confirmar

estas hipotesis.

V. Un clon errante en una especie peregrina

La mayoria de los clusters de clones mostraron una distribucién geografica reducida (Fig.
3), lo que sugiere una baja capacidad de dispersion y/o habilidad de colonizacién. Sin
embargo, al clon 1 pertenecen un alto porcentaje de los individuos y aparece en muchas
de las localidades muestreadas, y fue el anico clon encontrado en el drea de distribucion
de ambos linajes. Otros clones como el clon 4 y el 9 (que incluyen poblaciones de Espaiia
y Grecia, y Francia y Serbia, respectivamente) también mostraron una amplia
distribucion ya que fueron encontrados en paises geograficamente muy distantes. Al clon
4 pertenecen también un nimero bastante alto de lombrices (21), pero al clon g sélo 3
individuos. Sin embargo, el clon 1 fue el Gnico que cruzo la ‘frontera’ geografica entre
ambos linajes, ya que el clon g solo se encontro en el area de distribucion del linaje I y el
clon 4 en la del linaje II. En este estudio no contdbamos con un numero de muestras
demasiado grande del norte de Europa o de paises mediterraneos del este, lo que seria

necesario para verificar las distribuciones de estos clones y su posible caracter errante.

Estos dos patrones de clones geograficamente restringidos versus clones ampliamente
distribuidos parecen llevar a explicaciones contradictorias sobre la historia evolutiva de
esta especie. El clon 1 es obviamente capaz de adaptarse a un amplio rango de
condiciones medioambientales. Ademas, su eficacia reproductiva es mayor que la
esperada segun su categoria ecoldgica, tal como se verd en el capitulo dedicado al ciclo
bioldgico del clon 1 (capitulo 6): en este sentido, es mds parecida a especies epigeas
(especies que viven normalmente cerca de la superficie, y que muestran tasas de
reproduccion muy altas y ciclos de vida muy rapidos) que a especies anécicas (especies

que viven en galerias verticales y que presentan ciclos de vida mds largos y menor



eficacia reproductiva), lo que podria explicar su amplia distribucién y prevalencia en
todo el mundo. Seria interesante contar con datos sobre el ciclo bioldgico de alguno de
estos clones geograficamente restringidos y ver si su eficacia reproductiva o capacidad de

adaptacion a condiciones extremas es menor.
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Resumen

En el capitulo anterior, se encontraron dos linajes bien diferenciados (linajes I y II) tanto
filogenética como biogoegraficamente en la lombriz partenogenética Aporrectodea
trapezoides. Este estudio trata de examinar la estructura poblacional y la historia
demografica de 194 individuos pertenecientes a ambos linajes recolectados en 48
localidades distintas distribuidas en 11 paises distintos. El andlisis de las secuencias del
gen mitocondrial citocromo oxidasa subunidad II (COII) revel6 que la estructura
poblacional y la historia demografica de ambos linajes son similares. Se encontraron 37
haplotipos exclusivos de cada linaje (excepto el clon 1). Comparados con los valores de
divergencia observados en otras lombrices, la divergencia entre clones de A. trapezoides
fue generalmente media-alta (variando del 0,18% al 14,97%), media dentro de cada linaje
(4,45% al 7,13% en los linajes 1 y II, respectivamente) y también media-alta entre linajes
(13.03%). La red de haplotipos era dispersa en ambos linajes, sugiriendo una estabilidad
en las poblaciones. La hipdtesis nula de expansion repentina de las distribuciones
mismatch en ambos linajes fue rechazada en base a la desviacién de suma de cuadrados
(P<o0.05). Estos resultados fueron consistentes con la significacién del indice de
irregularidad, sugiriendo de nuevo que ambos linajes tienen una historia demografica
estable. Ambos linajes mostraron una distribucion bimodal; ademads, los valores de Hy nt

fueron altos, lo que es de nuevo consistente con constancia en el tamafio poblacional.



Abstract

In the previous chapter, two well-diferentiated lineages both from a phylogenetically and
biogeographically point of view (lineages I and II) were found in the parthenogenetic
earthworm Aporrectodea trapezoides. This study aims to examine the population
genetics and demographic history of 194 earthworms belonging to both lineages that
were collected in 48 localities distributed in 11 different countries. Cytochrome c oxidase
subunit II (COII) sequence data revealed a similar population structure and demography
in both lineages. 37 haplotypes exclusives to each lineage (excepting clone 1) were found.
Compared with values found in other earthworm species, genetic divergence between
clones in A. trapezoides was generally medium-high (from 0,18% to 14,97%), within
lineages it was medium (from 4,45% to 7,13% in lineages I y II, respectively) and it was
also medium-high between lineages (13.03%). The haplotype network showed disperse
haplotypes in both lineages, suggesting stable populations. Regarding the mismatch
distribution of each lineage, the null hypothesis of sudden expansion was rejected
(P<0.05). These results were consistent with the raggedness index, suggesting again a
stable demographic history in both lineages. They also showed a bimodal mismatch
distribution and high values of H and m, supporting once more a constancy in population

size.



Introduccion

Como ya se vio en el capitulo anterior, se encontraron dos linajes de A. trapezoides muy
diferenciados tanto a nivel molecular como geografico. Sin embargo estos linajes no
pueden considerarse especies evolutivas distintas sensu Birky y Barraclugh (2009). Dos
de las hipdtesis que se barajaron en el capitulo anterior para explicar la diferenciacién de
los linajes fueron el origen distinto de la partenogénesis en ambos linajes y el papel de las
glaciaciones cuaternarias. Es también de destacar el hecho de que se encontrara un clon,
el clon 1, de distribucidn cuasi mundial y al que pertenecian un tercio de los individuos
muestreados. En cualquier caso, el estudio de la historia demografica de ambos linajes es
una buena herramienta para conocer la historia evolutiva de estos dos linajes de A.

trapezoides.

En los ultimos tiempos se estd revelando la existencia de linajes genéticos muy
diferenciados en una misma especie taxonomica de lombriz de tierra. Tal es el caso de
Lumbricus terrestris (James et al., 2010), L. rubellus (Secchi, 2010) o Octolasion tyrtaeum
(Heethoff et al., 2004). Sin embargo, la existencia de una forma generalista que supere las

barreras geograficas entre los linajes es una observacion genuina en A. trapezoides.

El objetivo de este estudio es el de evaluar la estructura poblacional y la demografia de A.
trapezoides y de situarlas en el contexto de la evolucion y la ecologia de los dos linajes

previamente definidos.



Materiales y Métodos

I. Muestreo y II. Extraccién de ADN, amplificacién y secuenciacion

Se emplearon los mismos individuos que en el capitulo 3 (178 individuos recolectados por
nuestro equipo mas 16 secuencias extraidas de GenBank). Asimismo, la extraccién de
DNA, amplificacion y secuenciacion se realizo tal como se describe en el apartado de
Materiales y Métodos del capitulo previo. Para este estudio, solamente se emplearon las
secuencias del gen mitocondrial citocromo C oxidasa subunidad II (COII) por ser el mas

variable de los que se han secuenciado y por ser el gen del que mas secuencias se tienen.

III. Parametros de genética de poblaciones

Para evaluar las diferencias genéticas entre linajes geogrificamente distintos, se
calcularon estimas de variabilidad expresadas como diversidad haplotipica (H),
diversidad nucleotidica () y nimero de sitios segregantes (S) con el programa Arlequin
version 3.5.1.2 (Schneider et al., 2000). La diferenciacion genética media entre y dentro

de poblaciones se estimé empleando p-distancias sin corregir.

Se empled un Andlisis de la Varianza Molecular (‘Analysis of the Molecular Variance’,
AMOVA) para evaluar la jerarquia de la estructura poblacional de nuevo con el programa
Arlequin y empleando 10.000 permutaciones para los valores de confianza estadistica. El

andlisis se realizo incluyendo y excluyendo el clon 1 (ver discusién mas adelante).

Se construyé una red de haplotipos utilizando el procedimientos de parsimonia
estadistica (Templeton et al., 1992) tal como se implementa en el programa TCS version
1.21 (Clement et al., 2000). Posada y Crandall (2001) recomendaron este tipo de redes

para estudios filogenéticos intraespecificos, ya que muestran relaciones reticuladas a
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nivel poblacional que no quedan representadas en los arboles filogenéticos
convencionales. Ademads, siguiendo la teoria de la coalescencia, estas redes
parsimoniosas no solamente no asumen que los haplotipos ancestrales se encuentren
extintos, sino que ademds tienen en cuenta que puedan ser los mas frecuentes en la
poblacion y que tiendan a tener muchas conexiones mutacionales con haplotipos mas
jovenes. Como describieron Pfenniger y Posada (2002), las asunciones derivadas de la
teoria de la coalescencia se emplearon para resolver los lazos en las redes de parsimonia

estadistica.

IV. Andlisis demogrdfico

Se calcularon los estadisticos D de Tajima, F* de Fu y Li, y D* de Fu y Li en el programa
Arlequin empleando 10.000 réplicas. Los estadisticos Fs de Fu y R, (Ramos-Onsins y
Rozas, 2002) se calcularon con el programa DnaSP vs (Librado y Rozas, 2009). Su
significacion se evalud con 10.000 simulaciones de coalescencia en DnaSP dado el

numero observado de sitios segregantes.

La demografia poblacional se evalud con el examen de la frecuencia de distribucion de
las diferencias a pares de las secuencias (distribuciones mismatch) entre todos los
haplotipos muestreados dado el modelo nulo de expansién poblacional repentina tal
como se describié por Rogers y Harpending (1992). Se evaluo la concordancia de los
datos con la distribucién esperada mediante una desviacion de suma de cuadrados. El
estatistico de irregularidad (‘Raggedness statistic’, Harpending, 1994) de la distribucion

de mismatch también fue calculado con Arlequin, basado en 10.000 réplicas.



Resultados

I. Diversidad genética

Se encontraron 37 haplotipos en todos los individuos analizados de ambos linajes, tal
como se explicd en el capitulo anterior. Todos los haplotipos excepto el haplotipo 1 (el
llamado clon 1) fueron exclusivos de cada linaje. Aproximadamente un tercio de los
individuos pertenecieron al clon 1. Se encontré mayoritariamente como clon tnico en las
poblaciones en las que fue encontrado, pero en ocasiones se encontré6 mezclado con

otros clones de otros linajes.

El numero medio de diferencias a pares, la diversidad haplotipica y nucleotidica se
calcularon por separado para cada linaje. La diversidad haplotipica en el linaje I fue

mayor que en el B; el resto de pardmetros estudiados presentaron resultados similares.

Los valores de divergencia génica se muestran en las tablas 1y 2. Se incluyen los valores
de divergencia de cada clon y linaje con Lumbricus terrestris y Hormogaster castillana
como punto de referencia. Comparados con los valores de divergencia observados en
otras lombrices, la divergencia entre clones de A. trapezoides fue generalmente media-
alta (variando del 0,18% al 14,97%), media dentro de cada linaje (4,45% al 7,13% en los

linajes I y II, respectivamente) y también media-alta entre linajes (13.03%).

LinajeI Linajell H. castillana

Linaje I 7.13

Linaje II 13.03 4-45

H. castillana  19.44 19.90 -
L. terrestris 17.95 16.72 19.05

Tabla 1. Distancias genéticas (p-distancias sin corregir) entre ambos linajes de A. trapezoides (en
porcentaje de cambios).



I1. Estructura genética poblacional

Se empled un AMOVA para testar la estructura jerarquica poblacional. Como el clon 1
(que filogenéticamente pertenece al linaje II) mostré una distribucion mundial, una alta
ocurrencia entre los individuos muestreados y aparecio mezclado con individuos de
ambos linajes, el AMOVA se realiz6 incluyéndolo y excluyéndolo para verificar sus
efectos en la estructura poblacional. Cuando se incluyd, el AMOVA revel6 que la
variacion encontrada entre poblaciones dentro de cada linaje por una parte, y dentro de
poblaciones por otro, fue mayor que la encontrada entre linajes. Sin embargo, cuando se
excluyé este clon la variacion entre linajes fue similar a la encontrada dentro de cada

linaje, pero mucho mayor que dentro de poblaciones (Tabla 3).

Fuente de variacion d.f. Sumade  Componentes de la varianza % de variaciéon

cuadrados

Incluyendo clon 1
Entre linajes 5 3041.085 8.337 Va 27.59

Entre poblaciones 45 2364.001 9.955 Vb 32.95

dentro de linajes
Dentro de poblaciones 270 3218.556 11.920 39.46

Total 320 8623.642  30.213

Excluyendo clon 1
Entre linajes 1 1084.723 17.637 Va 45.22

Entre poblaciones 24 1824.853 17.062 Vb 43.74

dentro de linajes
Dentro de poblaciones 86 370.254 4.305 11.04

Total 111

Tabla 3. Resultado del AMOVA para A. trapezoides. Los resultados se muestran incluyendo y

excluyendo al clon 1. d.f.: grados de libertad.



coln 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 H.c.
2 0.18

3 036  9.07

4 1452 926 054

5 1471 1343 1470 1452

6 944 1361 1488 1470 0.8

7 1341 1053 962 944 1479 1497

8 1341 1270 1361 1343 1325 1307 13.07

9 1361 1270 1361 13.07 13.07 1289 1270 145

10 13256 12.88 1379 1325 1325 1307 1289 163  0.18

1 1198 1234 1216 1198 1216 1198 1216 345 345 327

12 1361 1288 889 1361 1343 1325 1289 0.8 1.27 145 327

13 1488 1379 1406 1488 036 054 1479 1361 1343 1361 1252 13.79

14 889 1034 907 926 1460 1470 091 1325 1288 13.07 1234 13.07 1461

15 926 1034 944 962 1442 1461 127 1325 1288 13.07 1234 13.07 1443  0.36

16 889 926 889 926 1434 1452 10.89 1470 1452 1470 1452 1488 1452 10.34 10.34

17 1325 1288 1343 1288 1324 1307 1289 127 018 036 327 1.09 1361 13.07 13.07 14.70

18 8.71 817 889 871 1416 1434 980 1270 1234 1252 1243 1289 1416 962 962 889 1252

19 853 835 871 853 1434 1452 944 1234 1198 1216 1198 1252 1434 926 926 907 1216 091

20 018 907 036 018 1434 1452 962 1361 1325 1343 1216 1379 1470 907 944 907 1307 853 835

21 1434 1343 1452 1434 054 036 1479 1307 1289 13.07 1189 1325 091 1461 1443 1434 1307 1434 1452 14.16

22 962 998 980 962 1497 1479 9.07 1416 1379 1397 1379 1434 1497 926 926 980 1397 744 726 980 1479

23 798 998 817 798 1469 1452 926 13256 1289 13.07 1270 1343 1470 944 962 835 1307 726 7.08 817 1452  3.63

24 1452 1379 1470 1452 036 018 1479 1288 1270 1234 1180 13.07 073 1461 1443 1470 1288 1416 1434 1434 054 1461 1433

25 12.34 1252 1252 1234 1053 1071 1361 1270 1216 1252 1270 1288 1071 1325 1343 1397 1234 1216 1198 1216 1071 1379 1252 10.53

26 1270 1216 1288 1270 1089 1107 13.61 1288 1234 1307 1289 13.07 1107 1325 1343 1434 1252 1234 1216 1252 1107 1379 1252 10.89  0.36

27 1470 1361 1452 1470 054 036 1497 1307 1289 1252 1198 1325 091 1479 1461 1434 1307 1434 1452 1452 036 1479 1452 054 1071 11.07

28 1252 1270 1234 1252 1071 10,89 1379 1288 1234 1361 1289 13.07 1089 1343 1361 1397 1252 1234 1216 1234 1089 13.97 1270 10.71 018 054 10.52

29 817 817 835 853 1434 1452 962 1343 1343 1288 1361 1397 1452 944 944 907 1361 8.71 817 835 1434 762 690 1470 1125 1125 1452 1143

30 853 762 853 889 1379 1397 1016 1288 1270 12.88 1343 13.07 1416 962 998 744 1289 907 889 871 1379 998 871 1379 1234 1234 1379 1234 7.26

3 926 798 926 962 1379 1397 1034 1343 1343 1361 1416 1361 1398 980 1016 744 1361 944 926 944 1379 998 871 1415 1270 1270 1379 1270 726  1.09

32 8563 762 853 889 1416 1434 1016 1288 1270 1288 1343 13.07 1452 962 998 780 1289 944 926 871 1416 1034 907 1415 1270 1270 1416 1270 762 036 1.45

33 926 762 926 962 1343 1361 1089 1288 1270 1288 1343 13.07 1379 1034 10.71 744 1289 907 889 944 1343 1034 871 1379 1252 1252 1343 1252 726 054 145  1.09

34 889 762 889 926 1343 1361 1053 1288 1270 1288 1343 13.07 1379 998 1034 744 128 907 88 091 1343 998 871 1379 1234 1125 1343 1234 726 036 109 073 036

35 926 1016 944 962 1397 1416 1053 13.98 1361 1379 1325 1416 1416 962 962 998 1379 926 971 944 1434 1143 1071 1397 1216 1125 1452 1234 926 1016 10.89 1053 10.53 10.53

36 1406 1270 1424 1470 871 889 1461 1288 1234 1252 1180 13.07 889 1479 1461 1434 1252 1361 1379 1488 889 1406 1488  9.07 11.07 10.71 889 1125 13.07 1288 1252 1325 1270 1252 14.70

37 1406 1288 1270 1252 998 10.16 1343 1325 1270 1288 1343 1343 1016 13.07 1325 1361 1288 1198 1180 1234 1016 1289 1234 1034 526 526 1016 544 1270 13.07 1343 13.07 1288 1270 1289 11.07
H.c. | 1869 1796 1887 19.06 1960 19.78 1924 1942 18.87 19.06 1996 1960 19.78 18.87 1924 1851 19.06 1963 19.78 1887 1978 2123 1996 19.60 1869 18.69 19.78 1887 1996 19.06 1924 1869 1960 1942 1851 1996 18.51
L.t 16.72 1655 1656 1654 17.87 1621 1655 1655 17.69 16.95 1755 1789 1896 18.96 1854 1723 1698 16.87 1755 1821 1655 1655 1769 1695 1755 1769 1695 1755 17.89 1896 1896 1755 1654 1723 1655 1632 1758 19.05

Tabla 2. Distancias genéticas (uncorrected p-distances) entre haplotipos de A.

trapezoides para el gen COII, en porcentaje de cambios.




La red de haplotipos (Fig. 1) de los dos linajes mostré una red de haplotipos dispersos,
sugiriendo una estabilidad en las poblaciones. Ambos linajes aparecen diferenciados,
pero algunos cltsters de haplotipos estan separados por un alto ntimero de pasos

mutacionales.

III. Andlisis demogrdfico

Los patrones de variacion génica se caracterizaron calculando algunos estadisticos de la
distribucion de frecuencias alélicas dentro de poblaciones, incluyendo D de Tajima, D*
de Fuy Li, F*de Fu y Li, y FS de Fu (Tabla 4). Como se hace convencionalmente, primero
se determinod si estos estadisticos diferian significativamente de lo esperado bajo un
modelo neutral estidndar realizando simulaciones de coalescencia bajo la asuncién

simplificadora de no recombinacién.

La direccién de los estadisticos D de Tajima, D* de Fu y Li, y F* de Fu y Li es
potencialmente informativa sobre las fuerzas evolutivas y demograficas que una
poblacién ha experimentado. Un valor positivo de D de Tajima indica una reducciéon en
el tamario poblacional o la accién de seleccion balanceadora. El valor del estadistico R, se
basa en la diferencia entre el nimero de mutaciones simples y el niumero medio de
diferencias nucleotidicas, detectando por ello crecimientos poblaciones severos,

indicados por un valor bajo de este estadistico.

Los valores de R, en ambos linajes fueron medio-altos y no significativos, rechazando por
lo tanto la hipdtesis de un crecimiento severo poblacional. Los estadisticos D de Tajima,
D* de Fuy Liy F* de Fu fueron positivos y no significativos. Valores positivos para estos
estadisticos indican evidencia de seleccién balanceadora o de evento de subdivisién
poblacional. El valor de Fs de Fu fue positivo y significativo en ambos linajes, indicando

un modelo de diversidad haplotipica desviado de lo esperado bajo neutralidad.
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Fig. 1. Red de haplotipos del gen COII en A. trapezoides. El limite de conexion fue de 100 pasos

mutacionales. Los circulos vacios representan haplotipos no muestreados.



La hipotesis nula de expansidon repentina de las distribuciones mismatch en ambos
linajes fue rechazada en base a la desviacién de suma de cuadrados (P<o.05). Estos
resultados fueron consistentes con la significacion del indice de irregularidad, sugiriendo

de nuevo que ambos linajes tienen una historia demografica estable.

Linaje I Linaje 11
No. muestras 54 142
No. haplotipos 17 20
Div. haplotipica 0.874 + 0.029 0.673 + 0.002
No. sitios polimorficos 183 143

Div. nucleotidica

0.231+ 0.112

0.209 £ 0.102

No. medio de 46.613 + 20.481 42.211 +18.552

diferencias entre pares
'DdeTajima o640 0248
E F de Fu 16,657 20,352 E
i D* de Fu and Li 0,853 1,182 i
i F* de Fu and Li 1,098 0,453 i
i estadistico R, 0,153 0,085 i
i Test de bondad de i
: ajuste: :
i SSD 0.050 0.071 i
E Indice Raggedness 0.026 0.062 E

Tabla 4. Parametros demogréficos y desviaciones estandar de los mismos en ambos linajes de
Aporrectodea trapezoides. Los valores significativos (P < 0.05) se indican en negrita.



Las poblaciones bajo equilibro demografico largo y estable muestran una distribucion
mismatch bimodal, mientras que dicha distribucion es unimodal después de expansiones
demogréficas recientes (Rogers y Harpending, 1992, Harpending, 1994). Ambos linajes
mostraron una distribucién bimodal (Fig. 2); ademads, los valores de H y m fueron altos,

lo que es de nuevo consistente con constancia en el tamafo poblacional.
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0 80
Lineage Il

Fig. 2. Distribucion mismatch de ambos linajes de A. trapezoides basada en un segmento de 551
pares de bases del gen COII. La abscisa representa el niumero de diferencias entre pares y la
ordenada el namero de observaciones. La linea continua representa la distribucion observada y la
discontinua la esperada bajo el modelo de expasion repentina de Rogers (1995) segun las
modificaciones de Schneider y Excoffier (1999).



Discusion

Ambos linajes resultaron tener una estructura poblacional y una historia demografica
similar. Desde el punto de vista de una evaluacion cualitativa de la demografia, ambos
linajes mostraron altos valores de H y m, una red de haplotipos dispersa y una
distribucion mismatch bimodal, todo ello consistente con estabilidad poblacional. Los
estadisticos basados en la frecuencia de mutaciones y la distribucion de haplotipos (D de
Tajima, Fs de Fu, D* de Fu y Li, F* de Fuy Li y R,), apropiados y poderosos para detectar
eventos de crecimiento poblacional (Ramos-Onsins y Rozas, 2002), parecen haber
cumplido esta mision. En lineas generales, los estadisticos fueron positivos y no

significativos, reforzando la hipotesis de poblaciones estables.

El estadistico Fs de Fu compara el nimero observado de haplotipos con el esperado bajo
neutralidad y mostré sefales significativas, lo que indica un patron de diversidad
haplotipica que se desvia de lo esperado bajo neutralidad. Sin embargo, el estadistico Fs
de Fu es particularmente sensible a los efectos demograficos, y por ello no podemos
concluir si una seleccién positiva o la historia demografica (por ejemplo, diferentes
tiempos e intensidades de expansion o ‘hitchhiking’ genético) son los causantes del

patrén observado.

La variacion entre linajes arrojada por el AMOVA es parecida a la encontrada en el
cicliéforo Symbion americanus (Baker et al., 2007) o el caracol Crepidula fornicata
(Collin, 2001), en los que también se encontraron dos grupos principales de haplotipos y
el AMOVA sugirié que una cantidad moderada de variacién genética ocurria entre
poblaciones dentro de linajes (59% y 38%, respectivamente). En A. trapezoides, el
porcentaje de variacion genética dentro de poblaciones varid considerablemente cuando
se incluyo o excluy¢ el clon 1, disminuyendo del 39,46% al 11,04%, respectivamente. Esto
puede deberse al hecho de que algunas poblaciones contuvieran el clon 1 junto con otros
clones, que en algunos casos (como en algunas poblaciones del linaje I) eran altamente

divergentes.



El problema de la demografia poblacional es particularmente interesante en el contexto
de la evolucion de ambos linajes de A. trapezoides. Los dos linajes son peri o
parapatridos, con distribuciones muy proximas que podrian o no solapar en una escala
geografica mds reducida que la de este estudio. Segun los estudios demograficos
obtenidos en este estudio, ambos linajes parecen ser demograficamente estables y no
haber sufrido expansiones repentinas. Ademas, muestran una alta divergencia genética
entre ellos y entre algunos de los haplotipos dentro de cada linaje. La hipotesis mas
parsimoniosa para explicar esto es un origen multiple de la partenogénesis en cada linaje,
o bien por hibridacién de antecesores sexuales distintos o a través de un origen
espontaneo. De otro modo, los clones deberian ser muy antiguos para mostrar una
divergencia genética tan alta. En el capitulo siguiente se discutira mas en profundidad

sobre este punto.






Anadiendo complejidad al complejo: nuevas
aproximaciones a la filogenia molecular del complejo
de especies Aporrectodea caliginosa.

Ferndndez et al. (in prep.). Adding complexity to the complex: new molecular insights into the
phylogeny of the Aporrectodea caliginosa species complex.



Resumen

Varios estudios moleculares recientes en lombrices de tierra estan sacando a la luz una
gran diversidad criptica escondida bajo el nivel de morfoespecie. La importancia del
complejo de especies A. caliginosa reside en la gran abundancia y amplia distribucién de
varias de las especies que lo forman. El caos taxonémico que concierne a este complejo
de especies ha durado mas de un siglo; los criterios de identificacion taxonomica fallan a
la hora de resolver el estatus taxonomico de las especies incluidas en el complejo. En el
presente trabajo se pretende estudiar la filogenia del complejo de especies A. caliginosa
aumentando por una parte el numero de muestras respecto a trabajos anteriores con
técnicas moleculares, y por otra incluyendo especies morfologicamente similares que
pudieran estar filogenéticamente relacionadas con las consideradas hasta ahora dentro
del complejo (A. giardi, N. monticola, N. carochensis y N. tetramammalis). Se obtuvieron
dos clados basales bien soportados: uno formado por A. caliginosa y A. tuberculata, y el
otro por el resto de especies. Este segundo clado se subdivio a la vez en otros dos: uno
formado por el linaje I de A. trapezoides, A. longa, A. nocturna y A giardi (clado con
formas eurosiberianas); el otro por el linaje I de A. trapezoides y las 3 ‘especies’ de
Nicodrilus (clado con formas mediterraneas). A. caliginosa se dividio en dos grupos
parafiléticos, uno de ellos filogenéticamente mds proximo a A. tuberculata que al otro
clado de A. caliginosa. A. longa también presentd dos grupos parafiléticos, uno de ellos
muy proximo a A. nocturna. Tanto A. giardi como A. nocturna formaron grupos
monofiléticos. Todas las muestras de A. trapezoides del linaje I se incluian también en
un grupo monofilético, mientras que las del linaje II mostraban parafilia. Las tres
especies de Nicodrilus, mostraron también un estatus parafilético. Las muestras de N.
carochensis aparecieron entremezcladas con algunas muestras del linaje II de A.
trapezoides. N. monticola y N. tetramammalis aparecian mezcladas en el mismo clado,
con un buen soporte estadistico. En un tiempo evolutivo relativo que va desde
(momento actual) a 1 (momento de diversificacion del complejo de especies), la
diferenciacién del clado A. caliginosa/A. tuberculata del resto de taxones es la mas basal
de todas. La diferenciaciéon de los dos linajes de A. caliginosa no es un fenéomeno
relativamente reciente, ya que se produce en el punto 0,49. La diversificacion del clado
que da lugar a todas las formas de A. trapezoides se produce en un punto bastante basal
en relacion al comienzo de la diversificacién del complejo (0,85). La diferenciacion del

clado que engloba el linaje I de A. trapezoides, A. longa, A. nocturna y A. giardi (en el



punto 0,70) es mas antigua que la del clado que comprende el linaje II de A. trapezoides y
las especies de Nicodrilus (que empieza en el punto 0,50). El antecesor comun de todas
las formas partenogenéticas (es decir, el punto donde al menos en esta ocasion surge la
partenogénesis) en el clado de formas mediterraneas es ligeramente mas antiguo que el
del clado de formas eurosiberianas (puntos 0,50 y 0,43, respectivamente), lo que implica
que existen al menos dos puntos y momentos distintos en los que se origind la
partenogénesis dentro de este complejo. Respecto a la datacion absoluta, la
diversificacion del complejo de especies empezo6 hace entre 56 y 24 millones de afios,
momento en el que se separa A. caliginosa del resto de las especies. Los dos grandes
clados que engloban formas de A. trapezoides empezaron a divergir entre los 42 y los 18
millones de afios, lo que marca el origen de las primeras formas partenogenéticas. Al
igual que en el arbol de datacidon relativa, la diversificacion del clado de formas
eurosiberianas parece que empezd antes que en el de formas mediterraneas (35-14 y 29-11,
respectivamente), aunque la amplitud de las barras hacen que los periodos se solapen. El
antecesor comun mas inmediato del linaje I de A. trapezoides data hace entre 19 y 5
millones de afios y el del linaje II entre 11 y 29. La diversificacion de N. carochensis (hace
entre 17 y 6 millones de afios) parece ser algo mds antigua que la de las otras dos formas
que se han incluido en Nicodrilus (9-3 millones de afios), aunque de igual manera que en
el caso anterior, los periodos se solapan. Ninguno de los métodos de delimitacion de

especies (regla del 4X y modelo GMYC) separ6 especies taxonomicas.



Abstract

Recently, several molecular studies about earthworms have revealed a high cryptic
diversity hidden under the level of morphospecies. The importance of the A. caliginosa
species complex lies on the great abundance and wide distribution of the species
belonging to it. More than a century has been chaos surrounding this complex;
morphological criteria fail to solve the taxonomical status of these species. The present
work aims to study the phylogeny of these complex by increasing the number of samples
used in previous molecular works, and by including morphologically-similar species that
were never studied with molecular tools (A. giardi, N. monticola, N. carochensis y N.
tetramammalis). Two basal clades were obtained: one formed by A. caliginosa and A.
tuberculata, and the other by the rest of the species. This second clade was divided in
two more: one formed by the lineage I of A. trapezoides, A. longa, A. nocturna and A
giardi (clade with Eurosiberian forms), and the other by the lineage II of A. trapezoides
and the 3 Nicodrilus ‘species’ (clade with Mediterranean forms). A. caliginosa was divided
in two paraphyletic groups, one of them being closer to A. tuberculata tahn to the other
clade of A. caliginosa. A. longa also showed two paraphyletic groups, one of them very
close to A. nocturna. Both A. giardi and A. nocturna showed monophyletic groups. While
lineage I of A. trapezoides was monophyletic, lineage II resulted to be paraphyletic, as
well as the three Nicodrilus ‘species’. N. carochensis appeared mixed with some samples
from the lineage II of A. trapezoides. N. monticola and N. tetramammalis were mixed in
the same clade. In a relative evolutionary time, the differentiation of the clade A.
caliginosa/A. tuberculata was more basal than that of the rest of the clades. The
differentiation of both lineages of A. caliginosa occurred in the point 0.49. The
diversification of the clade leading to all forms of A. trapezoides occurred in a quite basal
point regarding the diversification of the whole complex (0.85). The differentiation of the
clade formed by the lineage I of A. trapezoides, A. longa, A. nocturna and A. giardi (in the
point 0.70) is older than the one of the clade formed by the lineage II of A. trapezoides
and the ‘species’ of Nicodrilus (which starts in the point 0.50). The common ancestor of
all the parthenogenetic forms is slightly older in the clade containing the lineage I of A.
trapezoides than in the one containing the lineage II (points 0.50 and 0.43, respectively),
which implies the existence of at least two differents moments in which parthenogenesis
originated. Regarding the absolute dating, the diversification of the complex started

between 56 and 24 millions of years, moment in which A. caliginosa started to separate



from the rest of the species. The two major clades with forms of A. trapezoides started to
diverge between 42 and 18 millions of years, which marks the origin of the first
parthenogenetic forms. In a similar way to the the relative dating, the diversification of
the clade with Eurosiberian seems to be older than the one with Mediterranean forms
(35-14 and 29-11 millions of years, respectively), although 95% confidence bars make both
periods to overlap. The diversification of N. carochensis (between 17 and 6 millions of
years) seems to be older than the one of the other Nicodrilus forms (9-3 millions of
years). None of the used methods for delimiting species (the 4X rule and the GMYC

model) delimited taxonomically-distinct species in a proper way.



Introduccion

La estasis morfologica ha sido histéricamente un problema en taxonomia de lombrices.
Michaelsen (1900) fue uno de los primeros autores que remarcé la dificultad de la
taxonomia en lombrices de tierra por la escasez de caracteres definitorios, definiéndolas
como “sine systemate chaos”. Esto parece ser un patréon comun en animales del suelo,
un medio en el que a los pocos centimetros practicamente no penetra la luz y donde las
seflales quimicas juegan por tanto un papel mucho mds importante que las visuales,
derivadas de la morfologia, en la selecciéon sexual (Lee y Frost, 2002). Ademads, algunos de
los caracteres morfolégicos y anatomicos empleados en taxonomia de lombrices se
solapan a menudo facilmente entre diferentes taxones (Pop et al., 2003). Estas
limitaciones morfologicas han llevado a la creacion de complejos de especies en los que
se incluyen especies mas o menos similares cuyo estatus taxonomico es incierto pero que
se suponen relacionadas entre si (Bouché, 1972; Gates, 1972; Sims y Gerard, 1985; Briones,
1993, 1996). Este es el caso del complejo de especies que ha tomado el nombre de una de

las especies mas comunes de lombriz de tierra, Aporrectodea caliginosa.

Como consecuencia de esta estasis morfoldgica, varios estudios moleculares recientes en
lombrices de tierra estan sacando a la luz una gran diversidad criptica escondida bajo el
nivel de morfoespecie (Heethoff et al., 2004; Pérez-Losada et al., 2005, 2009; Novo, 2010,
Dupont et al., 20o11). Es por ello que las técnicas moleculares se han convertido en los
ultimos afios en las herramientas mas apropiadas para intentar desenmaranar algunos de
los problemas taxonomicos y mostrar la variacion genética real que no queda reflejada en

variacion de los caracteres morfoldgicos.

La importancia del complejo de especies A. caliginosa reside en primer lugar en la gran
abundancia y amplia distribucion de varias de las especies que lo forman. Por ejemplo,
Omodeo (1948) consideraba a A. trapezoides como la especie mas comun en todo el
mundo, y varias de las especies del complejo entran en la categoria de especies
peregrinas con amplia difusion (Blakemore, 2006). Por ello, debido al papel tan
importante de las lombrices como ‘ingenieros del ecosistema’ (Lavelle et al., 1997;

Decdens et al., 2003) y a la posibilidad de que diferentes especies realicen diferentes



funciones, es crucial conocer no sélo el estatus taxondmico de las especies del complejo,
sino también la variabilidad genética real que se esconde en este grupo, de tal manera
que podamos disponer de un conocimiento basico imprescindible para estudios
aplicados ecoldgicos, sistematicos, evolutivos y de conservacion de la biodiversidad

(Dominguez, 2004; Pérez-Losada et al., 2005; King et al., 2008).

El caos taxondémico que concierne a este complejo de especies ha durado mas de un
siglo; los criterios de identificacion taxonomica fallan a la hora de resolver el estatus
taxonémico de las especies incluidas en el complejo. Desde 1900, han sido varios los
autores que han discutido sobre el estatus taxondémico de estas especies (ver
Introduccion de esta tesis para mas detalles, capitulo 1). Un reciente estudio realizado
con varios marcadores moleculares (Pérez-Losada et al., 2009) apoyaba la existencia de
varias especies distintas dentro del complejo: A. caliginosa, A. tuberculata, A. nocturna,
A. longa y A. trapezoides. La mayor aportacion de este trabajo ha sido descartar que A.
trapezoides esté relacionada con A. caliginosa, estando filogenéticamente mds cercana a
A. longa y A. nocturna. Mientras A. tuberculata, A. caliginosa sensu stricto, A. nocturna 'y
A. longa formaban clados monofiléticos, A. trapezoides presentaba un caracter
parafilético. Los autores explicaban este hecho como una falta de evidencia molecular
que soportara estos clados, alegando que podria ser debido a una resolucion inadecuada

de los marcadores moleculares empleados.

Otro resultado importante del trabajo de Pérez-Losada et al. (2009) es la existencia de
evidencia molecular que soporta la inclusion de A. longa en el complejo, una especie
morfoldgicamente muy similar pero considerada tradicionalmente fuera de él. Sin
embargo, existen otras especies también muy similares a las que se suelen incluir en este
complejo y que nadie habia estudiado molecularmente como es el caso de Aporrectodea

giardi, Nicodrilus carochensis, N. monticola y N. tetramammalis.

Estas tres especies de Nicodrilus han sido descritas muy recientemente (Onteniente y
Rodriguez Babio, 2002) y existe una cierta controversia respecto a ellas ya que la mayoria
de los taxonomos las han considerado como sinénimas de A. caliginosa (por ejemplo,

Csuzdi y Zicsi, 2003; Blakemore, 2006) debido a su similitud morfoldgica. Ademads, estas



tres especies se diferencian entre si basicamente en el namero y posicién de las papilas,
caracter que se ha comprobado que puede variar ampliamente dentro de los individuos y
poblaciones de una especie y con la actividad sexual de los individuos, siendo su

diferencia mds importante con A. trapezoides su caracter sexual.

Muchos autores suponen que los géneros Aporrectodea y Allolobophora son polifiléticos
y han intentado separar grupos de especies monofiléticas de este conjunto
supuestamente artificial. Esto es lo que llevd a Bouché a separar una serie de especies y
agruparlas en el nuevo género Nicodrilus que ha sido poco utilizado salvo por algunos

autores franceses o excepcionalmente de otros paises.

En el presente trabajo se pretende estudiar la filogenia del complejo de especies A.
caliginosa aumentando por una parte el nimero de muestras respecto a trabajos
anteriores con técnicas moleculares, y por otra incluyendo especies morfologicamente
similares que pudieran estar filogenéticamente relacionadas con las consideradas hasta
ahora dentro del complejo, para ver si de esta forma se consiguen aclarar las relaciones

entre estas ESPECiES.

Materiales y Métodos

I. Muestreo.

Se han capturado mediante excavacion y extraccion manual un total de 228 especimenes
del complejo de especies Aporrectodea caliginosa y de otras especies morfoldégicamente
similares y que potencialmente podrian estar filogenéticamente relacionadas (A.
caliginosa, A. trapezoides, A. nocturna, A. longa, A. giardi, N. carochensis, N. monticola y
N. tetramammalis). Los ejemplares proceden de 75 localidades de nueve paises
diferentes: Espafa, Francia, Portugal, Italia, Grecia, Turquia, Argelia, Egipto y Australia,
(Fig. 1, Tabla 1). Todos los individuos se identificaron basindose en los caracteres

morfologicos y anatomicos usuales utilizando la clave de Gates (1972) para A.



trapezoides, el trabajo de Onteniente y Rodriguez Babio (2002) para las tres especies de
Nicodrilus, y el de Blakemore (2006) para el resto. Los caracteres morfologicos de las

distintas especies pueden consultarse en el Anexo 3.

Ademas de estos individuos, se afiadieron secuencias de otros 34 individuos del complejo
tomadas de GenBank (COII y 28S rRNA; Pérez-Losada et al., 2009), pertenecientes a A.
caliginosa, A.tuberculata, A. trapezoides, A nocturna y A. longa) procedentes de
diferentes localidades de Espafia, Francia, Finlandia, Dinamarca, Alemania, Inglaterra,
Serbia y Polonia. En definitiva se han incluido en este estudio un total de 262 individuos

de 15 paises distintos.

Fig. 1. Situacion geografica de las localidades muestreadas, exceptuando las de A. trapezoides que
se pueden consultar en la Fig. 1 del capitulo 2.



Taxén Codigo Localidad Ne localidad GPS
A. caliginosa  AcSAN San Romén (Espafia) 13 N4395'20.9”
W 05°05"10.3”
AcYVE Yvetot (Francia) 3 N49°37
W 0035’
AcBRE Bretana (Francia) 2 N4821’
W 02955’
AcMPL61 Soudan (Francia) 8 N 46°2511.5”
W 00204’'09.2”
AcMPLung  Antignac (Francia) 10 N 4224921.4”
E 0023616.6”
AcMPL121 Adé (Francia) 9 N 43°0755.8”
W 00%02'15.4”
AcMPL123 Antignac (Francia)
AcMPL133 Paris (Francia) 5 N 48243'14.091”
E 02957'15.42”
AcMPL138  Gottingen (Alemania) 23 N 51°11°40.26”
E 10%1623.02”
AcMPL139  Jokioinen (Finlandia) 26 N 60248'02.82”
E 23227'39.77"
AcMPL141 Quinto Real (Espafa) 16 N 42246'02.8”
W 01249'56.9”
AcMPLi43 Echarri (Espafia) 15 N 43°0546.4”"
W 01239'22.9”
AcMPL1y7  Bains-de-Taccana (Cdrcega) 21 N 41°50'02.4"
E 08°57'45.9”
AcMPLiso  Orense (Espafia) 12 N 42207'55.26”
W 08203’04.59”
AcMPLi54 Bilbao (Espaiia) 14 N 43217'54.1”
W 03%02'32.3”
A. tuberculata AtubMPLs56 Lancaster (Reino Unido) 22 N54%02’
W 02945’
AtubMPL62 Jokioinen (Finlandia) E 23°27'37.54”
N 60248’02.34”
AtubMPL68  Jyvaskyla (Finlandia) 27 N 62214'44.75"
E 25°4127.49”
AtubMPL73  Silkeborg (Finlandia) 25 N56°12
W 09230’
AtubMPL74 Silkeborg (Finlandia)
AtubMPLg6 Lomianki (Polonia) 24 N 52° 20’
E 20° 53'
A. nocturna AnBRE Bretafia (Francia)
AnMPL306 Avignon (Francia) 6 N 43°54’43.6”
E 004°53'07.7"
AnMPL3o7  Vigo (Espaiia) 1 N 42910’01.92”
W 0824103.51”

Tabla 1. Localidades de muestreo de cada taxon. Se muestran las coordenadas GPS de cada
localidad, asi como cada cédigo empleado en los arboles filogenéticos. Las muestras con el cddigo
MPL han sido tomadas de GenBank (Pérez-Losada et al., 2009). A estas localidades hay que afiadir
todas las de A. trapezoides mostradas en el capitulo 2.



Taxon Codigo Localidad Neloc. GPS
A. longa AIFrADRI  Saint-Adrien (Francia) 1 N48229’
W o037
AIFrBRU  Brunoy (Francia) 4 N48241
W 02230’
AlFrYVE Yvetot (Francia)
AIMPL47  Paris (Francia)
AIMPLs52  Lancaster (Reino Unido)
AIMPL60  Soudan (Francia)
AIMPL79  Soudan (Francia)
AIMPL82  Marnay (Francia) 7 N 46223’51.0”
E 0%21'47.2”
AIMPL93  Soudan (Francia)
AIMPL309 Vigo (Espafia)
AIMPL3u  Vigo (Espaiia)
A. giardi AgBRU Brunoy (Francia)
N. carochensis NcMOG Mogente (Espafia) 20 N 38254'39.5”
W 00249'48.1”
N. monticola NmROB Robledillo (Espaiia) 17 N 39235'49.6”
W 04°49'39.6”
NmRMA  Robledo del Mazo (Espana) 19 N 39236'43.7"
W 04°54'30.2”
NmRCRU  Cruce a Robledo del Mazo (Espaiia) 18 N 39235'49.2”
W 04952'11.2””
N. tetramammalis NtROB Robledillo (Espaiia)
NtRMA Robledo del Mazo (Espaiia)
NtRCRU Cruce a Robledo del Mazo (Espafia)

Tabla 1 (continuacion). Localidades de muestreo de cada taxén. Se muestran las coordenadas GPS
de cada localidad, asi como cada cédigo empleado en los arboles filogenéticos. Las muestras con
el cddigo MPL han sido tomadas de GenBank (Pérez-Losada et al., 2009). A estas localidades hay
que anadir todas las de A. trapezoides mostradas en el capitulo 2.

Después de la recoleccidn, los especimenes fueron lavados con agua destilada y

mantenidos en etanol absoluto o etanol 962 a -20°C. Una porcién de la pared del cuerpo

(x0.025 g) se extrajo y se limpié cuidadosamente bajo estereomicroscopio para eliminar

las particulas de suelo y los pardsitos macroscopicos. Las muestras de tegumento se

mantuvieron en etanol a -20°C hasta su digestion para la extraccion del ADN.



I1. Extraccién de ADN, amplificacién y secuenciacién

Tanto la extraccion como la amplificacion y secuenciacion se realizaron de igual manera

que en el capitulo 2. Se amplificaron los mismos genes.

III. Variabilidad genética y andlisis filogenéticos

Se estimaron las distancias (p-distancia) entre y dentro de cada taxén con el programa
ARLEQUIN v. 3.1 (Excoffier et al., 2005) para los genes COII y 28S rRNA, ya que el
numero muestral es mas elevado. La variacion dentro de cada taxén se expresa como
diversidad haplotipica (H), diversidad nucleotidica (m), numero de posiciones
polimorficas (S), numero total de mutaciones y niumero medio de diferencias entre pares

de secuencias. También se calcul6 el porcentaje de G+C.

Los modelos de evolucion en las secuencias y sus correspondientes parametros se
estimaron con jMODELTEST v. o.1.1 (Posada, 2008). Los modelos que mejor explicaban
la evolucion de cada gen se utilizaron en la estimacion de la filogenia en los distintos

analisis filogenéticos.

Se chequed la saturacion en las terceras posiciones en los genes COI y COII con el
programa DAMBE (Xia y Xie, 2001). Tal como se espera, se encontré6 una mayor
saturacion en las transiciones, que son mas faciles de saturar que las transversiones. Se
prob6 a realizar los andlisis con y sin esta posicion del coddén, pero las relaciones

filogenéticas resultaron ser las mismas.

Como andlisis filogenéticos, se realizaron estimaciones de la filogenia mediante
inferencia bayesiana, maxima verosimilitud y parsimonia. Los pardmetros y condiciones
de los analisis son los mismos que se describen en la seccion Materiales y Métodos del

capitulo 2.



Se analizaron filogenéticamente tres tipos de matrices diferentes: primero, solamente
con COII para aplicar la regla del 4X para delimitacion de especies (ver abajo); segundo,
una matriz con COII y 28S rRNA ya que el nimero de muestreas para estos dos genes es
mayor; tercero, una supermatriz que incluia COII, COI, 28S rRNA y H3. En esta ultima se
eliminaron las muestras obtenidas de GenBank, ya que se desconocian las secuencias de
COI y Hs. Sin embargo, se opté por mantener las muestras de A. tuberculata ya que
experimentalmente se comprobd que el andlisis era suficientemente robusto para no
crear politomias en este clado, a pesar de la sustitucion de COI y H3 por
indeterminaciones en la supermatriz. Se test6 la existencia de conflictos entre sets de
datos mediante un test de congruencia ILD (incongruence length difference test; Farris

et al., 1994) implementado en WINCLADA v.1.00.08 (Nixon, 2002).

Debido al gran nimero de muestras, los andlisis filogenéticos se realizaron con un grupo
reducido de muestras. En concreto, las muestras eliminadas pertenecian todas a A.
trapezoides y fueron elegidas de tal manera que estuviera representada al menos una

muestra de cada clado recobrado en los estudios filogeograficos.

IV. Datacion relativa, datacién absoluta y delimitacién de especies

La estima de los tiempos de divergencia es interesante en el contexto de este estudio ya
que permitiria entender por una parte la diversificacion del complejo de especies, y por

otra cuando y como de reciente es la partenogénesis en las formas de A. trapezoides.

Para realizar las dataciones se emple6 el programa BEAST v.1.4.8 (Drummond y
Rambaut, 2007), implementando un andlisis de inferencia bayesiana aplicando un reloj
molecular relajado para cada una de las particiones (uncorrelated log-normal relaxed
clock), es decir, no existe a priori una correlacion entre la tasa de mutacién de cada linaje
y la de sus ancestros (Drummond et al., 2006). El resultado que obtenemos es, ademads,
un arbol ultramétrico que nos va a servir de punto de partida para aplicar el método de
delimitacion de especies desarrollado por Pons et al. (GMYC, 2006), tal como se explicara

mas adelante. A cada particién se le aplico el modelo evolutivo que mejor explicaba los



datos. Los sets de taxones fueron distintos en datacion relativa o absoluta. Este programa
contiene un panel de previos, o ‘priors’, que permite especificar informacion previa de
todos los parametros del modelo. Como ‘tree prior’, se eligié6 proceso de especiacion
e , . .

(‘speciation: Yule process’), lo que delimita que las ramas se vayan separando mads o
menos de manera homogénea. El ‘Yule tree prior’ asume una tasa de especiacidon
constante por linaje. Este prior tiene un solo parametro (yule.birthRate) que representa
la tasa media neta de nacimiento de linajes. Bajo este prior, se espera que la longitud de
las ramas tenga una distribucion exponencial con una media de yule.birthRate-1. En la
pantalla de ‘priors’, se utilizaron las opciones por defecto excepto en los siguientes casos.
En el prior ‘yule.birth.Rate’ se marco el limite superior a 1.000.000. En el prior ‘UCLD

) s e .7 e e . ;.

mean’ de cada particion se establecié un valor inicial de 0.01 y un valor maximo de 100.
Los valores del prior ‘tmrca Calibration’ variaron segun se tratara de datacion relativa o

absoluta, tal como se describe a continuacion.

En la datacion relativa, solamente se emplearon los datos del complejo de especies (COII
y 28S rRNA). El uso en este caso de un reloj molecular relajado permite la estimacion de
tiempos de divergencia pero no de edades absolutas de los clados. Se formaron dos sets
de taxones: el primero, llamado ‘calibration’, incluia todas las secuencias. El segundo,
llamado ‘rooting’, incluia también todas las secuencias y se marcé como monofilético. En
el prior ‘trmca Calibration’ se estableci6 una distribucion normal de media 1y desviacion
tipica o. Asi, se marcé una tasa de sustitucion por sitio de 1 de tal manera que la longitud

de las ramas es proporcional al tiempo y varia dentro del complejo entre o y 1.

La datacién absoluta requiere de algiin punto de calibracion que podamos asociar con
una fecha concreta. En el caso de las lombrices, es dificil dada la ausencia de fésiles y de
datos suficientes sobre las tasas de sustitucién de cada gen en cada grupo. Por ello, se
opto por crear una matriz conjunta con los datos del complejo A. caliginosa y todas las
especies de hormogastridos, para los que ya se ha aplicado anteriormente este método
(Novo, 2010). Los hormogastridos presentan una distribucion mediterranea. Al ser
animales endogeos, se asume un fenémeno de vicarianza en su distribucion, lo que esta
justificado debido a la escasa capacidad de habilidad de dispersion en lombrices en
general (Ligthart y Peek, 1997; Hale et al., 2005) y en hormogastridos en particular (Novo

et al., 2010; Omodeo y Rota, 2008). Con esta asuncion, se calibré el arbol filogenético



utilizando la separacion entre Hormogaster pretiosa pretiosa de Cerdena y las especies
continentales que se agrupan filogenéticamente en el mismo clado, H. pretiosa cf.
hispanica y H. najaformis, asumiendo un tiempo de divergencia entre estos linajes al
menos igual al de la separacion de la microplaca corso-sarda de la Europa continental
(Novo et al., en prensa). En concreto, se utilizaron las secuencias de H. pretiosa pretiosa
y H. najaformis, por ser las secuencias de las que se disponia. Como fecha de calibracion,
se empleo la fecha mas antigua con la que los tltimos estudios datan la separacion de las
microplacas mediterraneas occidentales (33 millones de afios; Schettino y Turco 2006).
La separaciéon no comenzo6 antes de esta fecha y se prolongo hasta los 25 millones de
anos, por lo que esta edad representa una edad minima de separacion de los linajes (para
una discusion en profundidad sobre estos fenomenos geologicos, consultar Novo et al.,
en prensa). En cuanto al funcionamiento del programa, se formaron dos sets de taxones:
el primero, llamado ‘calibration’, incluia las secuencias de H. pretiosa pretiosa y H.
najaformis. El segundo, llamado ‘rooting’, incluia todas las secuencias de hormogastridos
ya que en este comando se necesita establecer un grupo que sepamos que es
monofilético, y se marcé como tal. En el prior ‘trmca Calibration’ se establecié una
distribucion normal de media 33 y desviacion tipica 0,05. Asi-se marco una divergencia
de 33 millones de afios entre las dos especies de hormogastridos con una probabilidad
del 95%. Como grupos externos se utilizaron las siguientes especies de anélidos:
Arenicola marina (Polychaeta, Scolecida, Capitellida, Arenicolidae), Hirudo verbana
(Clitellata, Hirudinida, Hirudinea, Arhynchobdellida, Hirudiniformes, Hirudinidae),
Aulophorus furcata (= Dero furcata) (Clitellata, Oligochaeta, Haplotaxida, Tubificina,
Naididae), Aelosoma sp. (Clitellata, Oligochaeta, Haplotaxida, Lumbricina,
Aeolosomatidae) y Amynthas robustus (Clitellata, Oligochaeta, Haplotaxida, Lumbricina,
Megascolecidae)(secuencias cedidas por Marta Novo y Gonzalo Giribet). Los arboles se
realizaron con las secuencias de los genes COI y 28S rRNA, por lo que no se incluyeron

las secuencias de GenBank (Pérez-Losada et al., 2009).

Una vez obtenidos los arboles ultramétricos, se aplico el método de mdxima
verosimilitud desarrollado por Pons et al. (2006). Este método determina la transicion
mas verosimil entre dos fases de la evolucion: un fenémeno de ‘nacimiento puro’ (‘pure-
birth process’) que genera un set de poblaciones (es decir, un fendmeno de especiacion)
y un proceso de coalescencia dentro de poblaciones. El punto (o puntos) de transicion

define un set de clados los cuales pueden ser considerados como una muestra de una



poblacién que evoluciona independientemente. Una vez obtenido el arbol ultramétrico
del complejo de especies A. trapezoides, se empleo el paquete R v.2.8.0. (R Development
Core Team, 2008) con la extensién ape v.2.2-2 (Paradis et al., 2004) para aplicaciones
filogenéticas. Una vez finalizado el andlisis, el namero de linajes se represento frente al
tiempo y se establecié un limite entre especiacion y coalescencia usando el modelo mixto
Yule-coalescente (General Mixed Yule Coalescent model, GMYC model). Se emple6 en
primer lugar el umbral simple, y luego un umbral multiple. Los resultados se

compararon con un chi-cuadrado.

Como método de delimitacion de especies alternativo, se empled la regla del 4X (Birky et
al., 2005; 2010), para lo que se compar6 la diversidad media (medida como diversidad
nucleotidica) entre y dentro de clados. Esta regla trata de delimitar poblaciones
independientes comparando la diversidad dentro y entre clados reciprocamente

monofiléticos.

Resultados

I. Variabilidad genética

La diversidad haplotipica (H), diversidad nucleotidica (), numero de posiciones
polimorficas (S), porcentaje de G+C, niimero total de mutaciones y numero medio de
diferencias entre pares de secuencias se muestran en la tabla 2. Las divergencias
genéticas entre y dentro de taxones se muestran en la tabla 3. Dados los resultados del
capitulo X (filogeografia), A. trapezoides se consider6 como dos linajes diferenciados
(linaje 1 y linaje II) en la comparacion de las divergencias genéticas. La divergencia
dentro de taxones varia entre 1,49% en A. tuberculata y 9,27% en A. longa (COII) y 0,02%
en N. monticola y 0,50% en A. longa (28S rRNA). Respecto a la distancia genética entre
taxones, en algunos casos es similar o incluso mas pequefia que los valores observados
dentro de taxones (por ejemplo, la distancia genética entre las tres especies de Nicodrilus
con el linaje II de A. trapezoides). En el caso de N. monticola, la distancia con N.
tetramammalis fue incluso menor que la divergencia genética dentro de la especie (5,01%

versus 5,71% en COII). La distancia entre A. caliginosa y A. tuberculata fue de 9,24%,



valor similar a la distancia maxima encontrada dentro de un taxon en todo el complejo
(9,27% en A. longa). Las distancias entre el resto de especies varian entre 10,27% vy

15,58%.

I1. Relaciones filogenéticas

Utilizando el criterio informativo de Akaike, AIC (Posada y Buckley, 2004) el modelo de
evolucién GTR con proporcion de sitios invariables y distribucion gamma (GTR+I+G) fue
el que mejor se ajustaba a los datos de los genes COII, COI y H3, mientras que en el gen
28S rRNa fue el modelo Hasewaga-Kishino-Yano con proporcién de invariables (HKY+I).

No se encontraron incongruencias significativas entre los genes (test ILD; P > 0.05).

Todos los arboles generados con los diferentes andlisis (inferencia bayesiana, maxima
verosimilitud y parsimonia) para las distintas particiones analizadas (COII -Fig. 2- y
COIl+28s -Fig. 3) y la matriz de todos los datos concatenados (Fig. 4) mostraron
topologias congruentes. Las principales relaciones filogenéticas fueron las mismas y
estaban siempre bien soportadas estadisticamente. Algunas relaciones entre nodos
terminales cambiaron ligeramente como resultado de un mayor nimero de politomias

en el analisis de parsimonia.

Se recobraron tres clados monofiléticos principales: un primer clado formado por A.
caliginosa y A. tuberculata, un segundo formado por A. longa, A. nocturna, A. giardi y
muestras del linaje I de A. trapezoides, y un tercero compuesto por el linaje II de A.
trapezoides y las tres especies de Nicodrilus (N. carochensis, N. monticola y N.

tetramammalis). Este ultimo clado presentaba mds politomias en alguno de los analisis

(Fig. 2,3v 4).



coll A A A A A A N. N. N. A L. H. H.
caliginosa tuberculata  trapezoides trapezoides longa giardi carochensis monticola tetramamalis nocturna  terrestris elisae  castillana
28s lineage | lineage Il

A. caliginosa 0.30/4.62 9.24 15.07 14.32 15.05 14.22 14.20 14.85 15.28 14.95 17.09 21.85 20.44
A. tuberculata 0.23 0.07/1.49 14.85 14.81 14.53 15.58 14.11 14.96 15.38 13.45 17.86 21.45 20.51
A. trapezoides 1.07 1.09 0.20/9.20 13.46 10.25 10.34 13.50 13.98 14.19 10.04 18.98 22.56 19.37
lineage |

A. trapezoides 1.03 1.06 0.24 0.21/8.69 13.04 13.82 8.81 8.93 9.32 12.91 17.17 21.19 19.23
lineage Il

A. longa 1.28 1.29 0.57 0.55 0.50/9.  10.27 12.68 13.28 13.59 10.36 18.02 2213 18.96

27
A. giardi 1.47 1.50 0.52 0.58 0.64 0.20/2. 13.78 14.34 14.69 12.08 19.08 23.77 19.40
80

N. carochensis 1.04 1.07 0.27 0.24 0.64 0.68 0.16/6.42 8.44 9.10 12.45 16.77 20.36 19.13
N. monticola 1.03 1.06 0.25 0.18 0.63 0.67 0.24 0.02/5.71 5.01 13.51 17.46 20.70 20.28
N. tetramammalis 1.02 1.05 0.24 0.17 0.62 0.66 0.23 0.02 0.03/3.25 14.08 17.73 20.33 20.64
A. nocturna 1.10 1.03 0.39 0.36 0.72 0.80 0.37 0.36 0.35 0.25/5.63  18.15 22.26 18.87
L. terrestris 4.05 4.44 3.97 3.85 4.02 4.25 3.78 3.77 3.77 4.05 -I- 22.32 19.06
H. elisae 5.90 5.85 5.11 5.16 5.34 5.38 5.19 5.18 5.17 5.07 5.19 -I- 22.69
H. castillana 491 4.86 4.49 4.54 4.72 4.76 4.57 4.56 4.56 4.45 4.57 210 -l-

Tabla 3. Distancias genéticas (p-distancias no corregidas) dentro y entre los distintos taxones en los genes COII y 28S rRNA.




con B H Mut. S %G+C  Dif. pares

A. caliginosa 0,0878+0,0448 0,824+0,084 137 123 37,66 48,354%22,026
A. tuberculata 0,0149+0,0097  1,000%0,127 18 18 37,03 8,200+4,587
A. longa 0,09269+0,0466 0,962+0,026 175 147 37,60  51,076+23,025
A. giardi 0,0280+0,0159  0,643+0,184 61 61 37,11 15,429+7,726
A. nocturna 0,0562+0,0427 1,00£0,272 48 45 37,99  31,000+18,881
N. tetramammalis  0,0325+0,0178  0,956+0,060 45 45 36,31 17,933+8,710
N. monticola 0,0520+0,0276  0,989+0,031 114 109 36,9 20,154+13,577
N. carochensis 0,0642+0,0396  0,900+0,161 77 72 37,03  35,000+0,040
A. trapezoides 0,085+0.004 0,853+0.024 21 165 38,06 47,673+18.875

linajel  0,1693+0,0829  0,990+0,058 136 125 39,59 40,297+17,790
linajeII  0,1367+0,0663  0,978+0,059 347 235 3237  35,533%14,260

28S rRNA
A. caliginosa 0,0037+0,0022  0,877+0,039 1 1 65,51 2,982+1,610
A. tuberculata 0,0005+0,0006  0,429+0,169 1 1 65,42  0,429%0,429
A. longa 0,0047+0,0028  0,890+0,051 13 12 66,03 3,816+2,004
A. giardi 0,0018+0,0016  0,500+0,265 3 3 66,04 1,500%1,121
A. nocturna 0,00248+0,0021 0,667+0,204 3 3 66,07 2,000+1,405
N. tetramammalis  0,0008+0,0010  0,667%0,314 1 1 66,17 0,667+0,667
N. monticola 0,0025+0,0021 0,833+0,222 4 4 66,13 2,000+1,4050
N. carochensis 0,0017+0,0017 0,667+0,314 2 2 66,17 1,333+1,098
A. trapezoides 0,0022+0.0015 0,814+0,041 1 1 66,25 1,998+0,587
linajel  0,0021+0,0015 0,8167+0,051 5 5 66,53 1,642+1,020
linaje I  0,0022+0,0014  0,657+0,104 1 1 66,17 1,70£1,037

Tabla 2. Pardmetros de las secuencias de COII y 28S rRNA en cada uno de los taxones. Mut:
numero de mutaciones totales. Dif. entre pares: nimero medio de diferencias entre pares de
secuencias.

A. caliginosa se dividio en dos grupos parafiléticos, uno de ellos filogenéticamente mas
proximo a A. tuberculata que al otro clado de A. caliginosa. A. longa también presentd
dos grupos parafiléticos, uno de ellos muy proximo a A. nocturna. Tanto A. giardi como
A. nocturna formaron grupos monofiléticos, excepto en el arbol ultramétrico realizado
por inferencia bayesiana para realizar la datacion relativa, en el que A. nocturna aparece
mezclada con A. longa (Fig. 5). Todas las muestras de A. trapezoides del linaje I se
incluian también en un grupo monofilético, mientras que las del linaje II mostraban
parafilia. Las tres especies de Nicodrilus, mostraron también un estatus parafilético. Las
muestras de N. carochensis aparecieron entremezcladas con algunas muestras del linaje
IT de A. trapezoides. N. monticola y N. tetramammalis aparecian mezcladas en el mismo

clado, con un buen soporte estadistico.
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III. Datacion relativa y absoluta

En la Fig. 5 se muestra el arbol de datacidn relativa. En un tiempo evolutivo relativo que
va desde (momento actual) a1 (momento de diversificacién del complejo de especies), la
diferenciacién del clado A. caliginosa/A. tuberculata del resto de taxones es la mas basal
de todas. La diferenciaciéon de los dos linajes de A. caliginosa no es un fenomeno
relativamente reciente, ya que se produce en el punto 0,49. También se observa que la
diversificacion del clado que da lugar a todas las formas de A. trapezoides se produce en
un punto bastante basal en relacion al comienzo de la diversificacion del complejo
(0,85). La diferenciacion del clado que engloba el linaje I de A. trapezoides, A. longa, A.
nocturna y A. giardi (que llamaremos de aqui en adelante ‘clado de formas
eurosiberianas’ para abreviar) (en el punto 0,70) es mds antigua que la del clado que
comprende el linaje II de A. trapezoides y las especies de Nicodrilus (o ‘clado de formas

mediterrdneas’)(que empieza en el punto 0,50).

El antecesor comun de todas las formas partenogenéticas (es decir, el punto donde al
menos en esta ocasion surge la partenogénesis) en el clado de formas mediterraneas es
ligeramente mas antiguo que el del clado de formas eurosiberianas (puntos 0,50 y 0,43,
respectivamente), lo que implica que existen al menos dos puntos y momentos distintos
en los que se origind la partenogénesis dentro de este complejo. Dentro de cada uno de
estos clados, el tiempo relativo de divergencia entre formas partenogenéticas es similar,
con formas que han divergido mas antiguamente que otras. En el clado de formas
eurosiberianas, las formas partenogenéticas representan un grupo monofilético, mientras
que en el de formas mediterraneas aparecen mezcladas con las distintas especies
uniparentales de Nicodrilus. Esto podria indicar la existencia de distintos episodios de

origen de la partenogénesis dentro de este segundo clado.

La divergencia entre los dos linajes de A. longa es bastante antigua (0,70). Como se
menciond anteriormente, en este arbol algunos individuos de A. longa aparecen
mezclados con A. nocturna, a diferencia del resto de arboles en los que A. nocturna

aparece siempre como un grupo monofilético.



0,3522

0,4967

At
0,126 0, A

0.0 AchMPL

AcMPL

AcMPL

{03188 ALS

AtLd
{0

—] 0,33 A4
At

0,3627 (T NeSpMOoG1

14 02063 HcooMDGs

—{ 0,9894 g 0508 03837 . NS pMOGS

{I=18

E RLS
0.4358 NmsSpRCRUS

| WISpRCRUZ
0,117 Hmﬁgﬂ& 1
N

0,1842 0,0553 NmSpRDEH
=]

03254

{ 01065
A2
01,8549 {1 A3

[f=3=]
i)
(ole]
)
I
L 1 [ [ [ (011 MW

FARN

0,047 AIMPLAT
0,091 AIFrBRU1

00745 00— AENVVEZ
04218 |u.ma2 0,043 ﬂlﬁﬁg%z
AIFBRLI
AgirBRU?
{ 00824 U071 3 I

071 o — ARt
—_ willF N
{ 01685

{ DAZE‘D

0,7071 — 0,313 V] 02063 Anh

=]
{04502 . Alvd Lﬁ%
AIMPLED
0,5657 [ AnMPLI0GE [ ]

M
o o A
0.2554 0.1089 AnMPL307

N carochensis

0.1

Fig. 5. Arbol ultramétrico realizado mediante inferencia bayesiana con las edades relativas de los principales eventos de diversificacién del complejo de especies A. caliginosa. Se engloban con un circulo el ancestro comun de las formas
partenogenéticas de cada linaje de A. trapezoides (rojo) y de todas en conjunto (azul). Para una mejor compresion, las barras identificativas de cada especie mantienen los colores utilizados en las figuras 2, 3y 4 (derecha).



La datacién absoluta se realizo construyendo un arbol filogenético que incluia no
solamente las especies del complejo, sino también casi todas las especies de
hormogastridos. Como se comento anteriormente, se utilizé como punto de datacion la
separacion entre H. pretiosa de Villamassargia (Cerdeiia, VIL) y H. najaformis de Ordal
(Barcelona, ORD), puntos que al menos hace 33 millones de afios estaban
geograficamente unidos. Debido a que el punto de datacion estd filogenéticamente algo
‘lejano’, los intervalos de tiempo asociados a una probabilidad del 95% son relativamente
grandes, aunque igualmente nos dan informacién muy importante sobre los eventos

evolutivos de este grupo de especies.

En la Fig. 6 se muestran los resultados de las fechas de datacion absoluta en millones de
anos calculadas con una probabilidad del 95%. La apariencia general del arbol

ultramérico es la misma que el del arbol realizado para la datacidn relativa.

La diversificacion del complejo de especies empezo hace entre 56 y 24 millones de aiios,
momento en el que se separa A. caliginosa del resto de las especies (y presumiblemente
A. tuberculata a raiz de los resultados obtenidos en el resto de andlisis filogenéticos y en
la datacién relativa). Los dos grandes clados que engloban formas de A. trapezoides
empezaron a diverger entre los 42 y los 18 millones de afos, lo que marca el origen de las
primeras formas partenogenéticas. Al igual que en el arbol de datacidn relativa, la
diversificacidon del clado de formas eurosiberianas parece que empezd antes que en el de
formas mediterraneas (35-14 y 29-11, respectivamente), aunque la amplitud de las barras
hacen que los periodos se solapen. El antecesor comtin mas inmediato del linaje I de A.
trapezoides data hace entre 19 y 5 millones de afios y el del linaje II entre 11y 29. La
diversificacién de N. carochensis (hace entre 17 y 6 millones de afios) parece ser algo mas
antigua que la de las otras dos formas que se han incluido en Nicodrilus (9-3 millones de

anos), aunque de igual manera que en el caso anterior, los periodos se solapan.
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Anexo 4.



IV. Delimitacién de especies: regla del 4Xy GMYC

Se aplicod la regla del 4X (Birky et al., 2005, 2010) a todo el complejo de especies
comparando la diversidad haplotipica del gen COII dentro y entre clados reciprocamente
monofiléticos. En general, la diversidad nucleotidica dentro de los clados resultd ser
bastante alta. Solamente se ajustaron a la regla uno de los dos clados de A. caliginosa (el
que queda filogenéticamente mdas separado de A. tuberculata), uno de los clados del
linaje I de A. trapezoides (At13, 5, 6, 21, 24, 27) y A. giardi, es decir, en estos clados la
distancia media entre clusters fue al menos cuatro veces mayor que la distancia media
dentro de cada clado. La regla no pudo aplicarse en el clado de formas mediterraneas

debido al alto numero de politomias.

El método GMYC delimit6 19 especies, considerando tanto un umbral simple (Fig. 7)
como multiple (Fig. 8). Ademads, la prueba del chi-cuadrado no mostré diferencias
significativas entre ambos arboles (x * = 4,2833; P = 0, 63839). De acuerdo con este
método serian especies diferentes una especie de A. nocturna, tres de A. longa, dos
dentro del linaje I de A. trapezoides, una de A. giardi, tres dentro del clado N.
tetramammalis/N. monticola, dos de N. carochensis, tres del linaje Il de A. trapezoides,
tres de A. caliginosa y una de A. tuberculata. El clon 1y el 4 (los dos mas abundantes) se
unen en una misma especie. En A. carochensis habria dos especies, una que se ligaria a
un clon de A. trapezoides y la otra independiente. La especie delimitada en el clado de A.
giardi fue la Unica que englob6 a todos los individuos de ese taxon, pero solamente
cuando se aplico el umbral simple; considerando un umbral multiple, una de las

muestras no estaba incluida en la supuesta especie.
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Discusion

Todos los andlisis filogenéticos revelaron la existencia de dos clados hermanos, uno
compuesto por A. caliginosa y A. tuberculata, y otro por las restantes especies
consideradas A. nocturna, A. trapezoides, A. longa, A. giardi, N. carochensis, N. monticola
y N. tetramammalis. Esto coincide con lo indicado por Pérez Losada et al. (2009) en el
sentido de que A. trapezoides no esta directamente relacionada con A. caliginosa, sino

con otras especies como A. longa.

Otro aspecto interesante es que los ultimos cuatro taxones, que no se han incluido hasta
este momento en ninguna filogenia molecular, estan filogenéticamente muy
relacionados con el resto de especies del complejo. Este resultado no es sorprendente ya
que Pérez-Losada et al. (2009) encontraron evidencia molecular para incluir a A. longa
en este complejo a pesar de que a nivel taxonémico nunca se habia considerado como
una forma relacionada con el resto de especies que habitualmente se suelen incluir.
Estamos, por lo tanto, ante un ‘complejo mucho mas complejo’ de lo que histéoricamente
se pensaba, formado por muchas formas diferentes estrechamente relacionadas a nivel
filogenético, y al mismo tiempo con una diversidad genética interna muy alta. Sin
embargo, la posicion filogenética de muchas formas no corresponde con lo esperado a
nivel taxondmico; la mayoria de los taxones habituales no son recuperados como grupos
monofiléticos bien definidos, apareciendo interconexiones muy frecuentes. Las

repercusiones taxondmicas son distintas en cada clado, como se discutira a continuacion.

A. caliginosa esta formada por dos clados principales, uno de ellos mas cercano
filogenéticamente a A. tuberculata que al otro clado de A. caliginosa. La separacion del
clado A. caliginosa/A. tuberculata del resto de especies es relativamente antigua (entre 56
y 24 millones de afios), por lo que al menos la distincién de estas dos especies de las del
resto del complejo esta bastante clara. La existencia de dos linajes en A. caliginosa, uno
solo con formas asignables a A. caliginosa y otro en el que se mezclan ejemplares de A.
caliginosa y A. tuberculata podria deberse a la existencia de una fuerte estructura
genética o de linajes cripticos. En cualquier caso, la division A. caliginosa/A. tuberculata

debe ser revisada ya que la caracteristica mas utilizada para distinguir la forma



tuberculata de A. caliginosa es una supuesta falta de tumescencias alrededor de las setas
ab en el segmento 33. Sin embargo, A. tuberculata queda en el mismo cltster que un
grupo de A. caliginosa y es independiente de otro grupo de A. caliginosa, esto indica que
este caracter solo permite diferenciar los ejemplares muy maduros. Ademads, las
tumescencias no siempre son faciles de observar, y como indico Gates (1972) no es
sorprendente encontrar esta caracteristica en algunos individuos de A. nocturna, A.
caliginosa o incluso A. trapezoides, mientras que por el contrario pueden no estar

desarrolladas en algunos ejemplares de A. tuberculata.

A. longa aparece como un taxon polifilético, con uno de sus clados relacionado con A.
giardi y el otro con A. nocturna. En algunos de los andlisis, incluso uno de los linajes de
A. longa esta mas proximo al linaje I de A. trapezoides que a su otro linaje. La relaciéon
entre A. longa y A. giardi ha sido percibida histéricamente por varios taxéonomos. A.
giardi es sinonimo de A. terrestris que frecuentemente se subdividia en dos
subsespecies: A. terrestris typica (sinonima de A. giardi) y A. terrestris longa (sinénima de
A. longa). Ademads, son varios los autores que apoyan la similitud taxondmica entre A.
giardi, A. longa y A. nocturna (Gates, 1972; Blakemore, 2006). Las implicaciones
morfoldgicas del conjunto A. giardi/A. longa/A. nocturna no se pueden resolver en este
trabajo posiblemente por el escaso niimero de muestras recolectadas y la distribuciéon
geografica de las mismas, pero en cualquier caso, esta division debe ser revisada con mas
profundidad realizando un estudio que incluya muchas mas poblaciones procedentes de

toda la zona de distribucion de las especies afectadas.

El caso de A. trapezoides es el mas llamativo de todos. Si consideramos que tanto el linaje
I como el II deben incluirse en la especie A. trapezoides, entonces debemos considerar
como A. trapezoides al resto de taxones que provienen del antecesor comtin de ambos
linajes, lo que englobaria A. giardi, A. longa, A. nocturna y las tres especies de Nicodrilus.
La diversificacion de este ancestro comun a ambos linajes es bastante antigua (hace 42-18
millones de afios teniendo en cuenta la datacion absoluta; en el punto 0,85 si tenemos en
cuenta la relativa). Esta datacion marca también la edad de apariciéon del ancestro comun
de las formas partenogenéticas. Pocos grupos animales tales como acaros oribatidos
(Heethoff et al., 2007), rotiferos bdeloideos (Mark Welch et al., 2004), y probablemente

ostracodos darwinulidos (Schén y Martens, 2003) tienen reproduccion partenogenética



como modo de reproduccion antiguamente adquirido (por ejemplo, 1o millones de afios
en el caso de los oribatidos). En la mayor parte de los grupos animales, la transicidon de
sexo a partenogénesis es un fendmeno reciente, En A. trapezoides los ancestros comunes
de los que derivan las formas partenogenéticas no son tan antiguos como en estos

grupos, aunque se trata igualmente de decenas de millones de afios.

La diversificacion entre los dos linajes de A. trapezoides es incluso mas antigua que la
diversificacion del clado A. caliginosa/A. tuberculata. Por lo tanto, ambos linajes de A.
trapezoides podrian ser considerados como entidades evolutivas distintas, ya que su
diversificacidn es muy antigua, y continuando con el razonamiento habria que asignarles
nombres distintos. Al parecer el holotipo de A. trapezoides provenia de Montpellier pero
desgraciadamente parece haberse perdido en un incendio (Gates, 1972). Lo ideal seria
realizar camparfias de muestreo en esta zona de Montpellier para capturar individuos que
permitiesen realizar una neotipificacion. Sin embargo, en este estudio no se han
estudiado individuos de dicha zona, simplemente porque cuando afloraron estos
resultados ya se habia finalizado el programa de muestreo previsto, por lo que no se
puede afirmar con seguridad a qué linaje perteneceria. Presumiblemente deberia
pertenecer al linaje I, por lo que este linaje seguiria conservando el nombre de A.
trapezoides. Una propuesta inicial como nombre para el linaje II podria ser la de A.
monticola siguiendo el criterio de prioridad de pagina (ya que la primera forma de
Nicodrilus descrita por Onteniente y Babio es N. monticola). El nombre A. monticola es
provisional porque algunos autores (Rota en Fauna Europea) no aceptan el género
Cataladrilus de Qiu y Bouche (1998) y lo pasan a Aporrectodea, por lo que Cataladrilus
monticola pasaria segun esta autora a A. monticola, creandose un problema

nomenclatorial que hay que resolver en el futuro.

Por otra parte, podria ser que los individuos encontrados en Montpellier se trataran de
individuos del clon 1 que estd ampliamente distribuido. Por ello, no creemos oportuno
asignar en exclusiva el nombre de A. trapezoides a ninguno de los dos linajes y nombrar
al otro por lo menos de momento. Mientras que no dispongamos de material de la zona 'y
se realice el analisis molecular del mismo para determinar a qué linaje pertenece,
seguiremos nombrando ambos linajes como linaje I y Il de A. trapezoides, considerando

siempre que se trata de entidades evolutivas muy diferenciadas. Por otra parte, el linaje 11



de A. trapezoides presenta numerosas politomias, y antes de tomar ninguna decision
definitiva seria necesario aumentar el numero de muestras y definir con mas precisién el

limite entre los dos linajes.

El linaje I de A. trapezoides aparece como un grupo monofilético, del que no se puede
decir en este momento con qué especie estd mas estrechamente relacionado. Esto
probablemente se deba a un muestreo incompleto ya que la diversidad genética dentro
del clado es algo menor pero similar a la distancia con el resto de especies sexuales con
las que se agrupa (A. longa, A. giardi, A. nocturna), por tanto seria conveniente realizar
los andlisis con mds muestras y reevaluar los resultados Por el contrario, el linaje II de A.
trapezoides aparece como polifilético, mezclado con las tres especies que hasta ahora
hemos seguido denominando como Nicodrilus por ser éste el género con el que se
describieron. Sin embargo estas especies estdan filogenéticamente relacionadas con el
resto de especies de Aporrectodea tratadas en este estudio, por lo que no cabe duda de la
asignacion de estos taxones al género Aporrectodea, como pasaremos a denominarlas a
partir de ahora. Las muestras de A. monticola y A. tetramammalis aparecen mezcladas en
un clado diferenciado bien soportado, si bien se subagrupan por localidades, lo que no
apoya su diferenciacion como especies distintas. Por otra parte, A. carochensis queda
interdigitada con un clon del linaje II de A. trapezoides, que resultd ser de una zona
geografica cercana a la zona en la que se capturaron las muestras de A. carochensis. La
diferencia mds importante entre estas tres especies es la posicion y namero de papilas
anteriores, y la principal diferencia de las tres con A. trapezoides es la condicion sexual. A
priori, parece que su estatus como especies no estaria justificado ni morfolégicamente ni
molecularmente (lo que quedaria apoyado no solamente por su posicion en los arboles
filogenéticos, sino también por la pequena distancia genética entre ellas y con el linaje II
de A. trapezoides), por lo que se interpretaran como formas sexuales de A. trapezoides.
Aunque en este estudio solo se disponen de muestras de una poblaciéon o varias
poblaciones muy cercanas de cada una de estas tres presuntas especies, esta
interpretacion recibird también un fuerte apoyo por los resultados del siguiente capitulo

de esta tesis (capitulo 5).

La diversificacion del clado al que pertenece el linaje Il de A. trapezoides es mas reciente

que la del clado del linaje I y especies afines (entre 29 y 11 millones de afios en datacion



absoluta, o en el punto 0,50 en datacion relativa). A nivel geoldgico, la union del macizo
hespérico con el resto de Europa es un fendmeno mas antiguo que la fusién del macizo
bético-rifeno con la Peninsula Ibérica, lo que cuadra con los datos obtenidos en la
datacion, a pesar de que en la datacidon absoluta la amplitud de las barras de error hace
solapar ambos periodos. Por otra parte, parece ser que dentro del clado al que pertenece
el linaje II de A. trapezoides (con numerosas politomias) existen en la actualidad muchos
procesos de diversificacion, lo que indica una fuerte radiacion adaptativa. Sin embargo,
el linaje I parece mejor definido a priori, y las relaciones entre sexo y partenogénesis mas
directas, lo que junto con su anterior expansion geoldgica podria ser un indicativo de que
es mas antiguo que el clado de formas mediterraneas. El estudio en profundidad de las
poblaciones norteafricanas (de hecho, ya contamos con formas sexuales y asexuales del
complejo de varios puntos de Argelia) y del sur de Europa nos permitirdn realizar

dataciones mds precisas y conocer mejor el origen y evolucidn de estos dos linajes.

Un caracter morfolégico tradicionalmente muy importante para la diferenciacion
taxondmica de las especies de este complejo es la forma y posicion de los tubérculos
pubertarios. Tal como se explico en el capitulo introductorio de esta tesis, existen dos
posiciones (segmentos 31-33 y 32-34) y dos formas posibles (tubérculos lineales o en
forma de gafa). Asi, existen ‘especies’ caracterizadas, entre otras cosas, por poseer los
tubérculos lineales en posicidon 31-33 (ambos linajes de A. trapezoides, A. carochensis, A.
monticola y A. tetramammalis), los tubérculos en gafa en posicion 31-33 (A. caliginosa, A.
nocturna), los tubérculos lineales en los segmentos 32-34 (A. longa) o los tubérculos en

forma de gafa en los segmentos 32-34 (A. giardi).

A la vista de los resultados de este estudio, la forma y posicion de los tubérculos
pubertarios resulta ser un cardcter inadecuado para la identificacion de especies; por
ejemplo, los linajes I y I de A. trapezoides comparten este cardcter y estan mas alejados
filogenéticamente entre ellos que taxones que difieren en la forma y posicion de sus
tubérculos. Ademas, historicamente este caracter ha llevado a engafio ya que las formas
con la misma posicion se han considerado incluso como subsespecies (por ejemplo, A.
caliginosa, A. trapezoides, A. nocturna), mientras que a nivel molecular pueden no estar
estrechamente relacionadas. Ademads, intuitivamente podria esperarse este resultado ya

que existen numerosas formas intermedias, tanto en forma como en posicidn, y a veces



es dificil saber a qué taxoén asignar un individuo basandonos en este caracter. Por otra
parte, las formas con tubérculos en 32-34 quedan dentro del mismo clado (A. longa, A.
giardi y A. nocturna); tanto las formas de clados vecinos (linaje I de A. trapezoides) como
del resto de clados (linaje II de A. trapezoides, A. caliginosa y A. tuberculata) poseen
tubérculos en 3133, lo que podria indicar que esta podria ser la posicion de los
tubérculos en el ancestro comun de este grupo de especies, y que se podria haber
producido una mutacion en el ancestro comun de A. longa, A. giardi y A. nocturna que
conllevase el cambio en la posicion de los tubérculos un segmento hacia atrds en el
cuerpo del animal. Como hipdtesis alternativa, se plantea la convergencia morfoldgica

entre ambos linajes de A. trapezoides.

Ambos métodos para delimitar especies (regla del 4X y GMYC) han arrojado resultados
diametralmente opuestos. Mientras que casi ningun clado obedecia la primera de las
reglas, con el segundo método se reconocerian 19 especies diferentes, lo que sin duda es
un numero elevado se mire como se mire. Si bien el método GMYC parece funcionar
bien en otros grupos animales, parece no ser asi en lombrices de tierra, donde la escasa
movilidad de los individuos desemboca con el paso del tiempo en aislamiento
reproductivo y distancias genéticas grandisimas. Debido a esto, es probable que en este
grupo animal los fendmenos de especiacion funcionan ‘a otro ritmo’; dos especies de
hormogastridos que divergen casi un 20% pueden considerarse de la misma especie
morfologica (Novo, 2010), mientras que esta distancia genética en otros grupos
significaria hablar incluso de 6rdenes o familias distintas. Las poblaciones de lombrices
de tierra tienden a permanecer en el mismo lugar durante largos periodos de tiempo
debido a sus aptitudes fisioldgicas, sus restricciones ecoldgicas y su baja capacidad de
dispersion, por lo que acaban siguiendo el destino de su habitat y drea geografica
(Omodeo y Rota, 2008). Ademds, los eventos de especiacion alopétrica deben requerir
tiempos del orden de millones de afios (es decir, ocurren en la misma escala de tiempo
que los eventos geologicos) debido a que los cambios genéticos con repercusion a nivel
evolutivo ocurren muy lentamente en las lombrices (Cobolli et al., 1992; Omodeo, 2000).
La regla del 4X parece dar resultados mds acordes con los conocimientos taxonomicos y
biologicos en general de las lombrices de tierra. La diversidad nucleotidica dentro de
cada grupo resulto ser muy alta, fruto de los procesos de aislamiento que desencadenan
altas divergencias genéticas, por lo que es dificil que dos clados reciprocamente

monofiléticos se ajusten a la regla.



Por el momento, los problemas taxonémicos dentro de este complejo de especies se
multiplican también a nivel molecular. Parece ser que este caos que empezo6 hace mas de

un siglo va a tener que seguir sin resolverse algin tiempo mas.






Estudio a mesoescala de poblaciones sexuales y
partenogenéticas de Aporrectodea trapezoides.



Resumen

Durante el tultimo afio de realizacidon de esta tesis, el grupo de Zoologia del Suelo en
colaboracién con la Universidad de Extremadura llevé a cabo una investigacion sobre
biodiversidad de lombrices de tierra a mesoescala. Durante el andlisis de las lombrices
obtenidas en los muestreos se encuentraron muchos ejemplares tipicos asignables a A.
trapezoides muy interesantes por su condicidon sexual o variantes morfologicas. Algunos
presentaron espermatecas llenas (indicativo de formas sexuales) y otros espermatecas
vacias (indicativo de formas partenogenéticas). También se observd cierta variacién
morfoldgica en los ejemplares encontrados, en concreto respecto al nimero y posicion
de las papilas y longitud del clitelo. Se realizé un estudio preliminar para estudiar las
relaciones entre variaciéon morfolégica (posicion de papilas y clitelo) y variacion
molecular en A. trapezoides, ver qué relaciones existen entre las formas sexuales y las
partenogenéticas, asi como su variacidn genética, y obtener informacién sobre el origen
de la partenogénesis a escala mesogeogrdfica. Para ello se estudiaron los genes
mitocondriales COII y 16S rRNA vy los genes nucleares H3 y 28S rRNA. Se encontré una
alta variabilidad genética en ambos genes mitocondriales, mientras que las secuencias de
los genes nucleares resultaron ser muy poco variables o incluso iguales. Tanto los
individuos sexuales y partenogenéticos de cada localidad como los individuos con
distinto numero y posicion de las papilas compartian los mismos haplotipos en los genes
mitocondriales. Los individuos de clitelo largo mostraron igual haplotipo que individuos
de clitelo corto. Todos los andlisis de genética de poblaciones (red de haplotipos,
AMOVAs, test de Mantel) apuntaron hacia una estructuracidon genética muy marcada y a
que las diferencias genéticas entre las localidades se deben a un patron de aislamiento
por distancia. Respecto al estatus del linaje II de A. trapezoides, se discute que esta
compuesto por formas sexuales y partenogenéticas, en las que el nimero y posicion de
las papilas e incluso la longitud del clitelo es variable. Se descart6 el origen hibrido de las
formas partenogenéticas y se hipotetizo sobre un origen espontdaneo o contagioso. A raiz
de los resultados obtenidos en este capitulo, puede asumirse también un origen multiple

y reciente de la partenogénesis.



Abstract

During the last year, the reserach group of Soil Zoology collaborated with the
Extremadura University in a research about earthworm biodiversity performed in a
mesoscale level. During the sampling, several interesting earthworms identified as A.
trapezoides were found that showed a different sexual condition and morphological
variants. While some had full spermathecae (pointing towards a sexual condition), the
rest of them had empty ones (pointing towards parthenogenesis). There was also some
morphological variation regarding the number and position of papillae and length of the
clitellum. A preliminar study was performed to study the relationships between
morphological and molecular variation in A. trapezoides, to check the phylogenetic
relationships between the sexual and parthenogenetic forms, and to shed light on the
origin of parthenogenesis at this mesogeographic level. Mitochondrial genes COII and
16S rRNA and nuclear genes H3 and 28S rRNA were studied. The genetic divergence in
both mitochondrial genes was high, but the nuclear genes resulted to be only slightly
variable or showing the same sequences. Sexual and parthenogenetic earthworms
showed the same haplotype, as well as individuals with different number and position of
papillae and individuals with long and short clitellum. Regarding population genetics, all
the analyses (haplotype networks, AMOVAs, Mantel’s test) supported a strong genetic
structure and a pattern of isolation by distance. Regarding the status of the lineage II of
A. trapezoides, the results supported that it is formed by both sexual and
parthenogenetic forms, in which the number and position of the papillae and even the
length of the clitellum is varaible. A hybrid origin of parthenogenesis was ruled out,

while both an spontaneous and contagious origin were considered.



Introduccion

Durante el tultimo afio de realizacidén de esta tesis, el grupo de Zoologia del Suelo en
colaboracién con la Universidad de Extremadura llevd a cabo una investigacion sobre
biodiversidad de lombrices de tierra a mesoescala. Esta investigacion se engloba dentro
de un proyecto a nivel europeo denominado BIO-BIO (Biodiversity-Bioindication to
Evaluate Soil Health). La meta principal de este proyecto es la de generar un analisis de
uso del suelo y fisico-quimico muy robusto y relacionarlo con un numero significativo de
bioindicadores. El proyecto engloba el estudio de tres tipos de localidades sometidas a
manejos agricolas distintos: suelos de agricultura ecoldgica, suelos que reciben
fertilizantes de origen animal y mineral, y suelos tratados con lodos residuales. Se
contempla el estudio quimico de diferentes capas del suelo (0-5 cm, 5-15 cm y 15-30 cm).
También se realizan andlisis fisicos y estudios de biodiversidad y bioindicacion en un

grupo amplio de organismos.

El Grupo de Investigacion Forestal (GIF) de la Universidad de Extremadura (en
particular, los investigadores Gerardo Moreno Marcos y Enrique Judrez Alcalde) participa
en este proyecto europeo, siendo las lombrices de tierra uno de los grupos animales
sobre los que se plantea el estudio de biodiversidad y valor bioindicador, comparando
parcelas con y sin cultivos ecoldgicos (en concreto, 10 dehesas y 20 olivares). En este
punto, dichos investigadores contactan con el grupo de Zoologia del Suelo para que lleve
a cabo la identificaciéon taxonomica de los ejemplares recolectados. Fruto de este
proyecto, el grupo de Zoologia del Suelo ha podido disponer de varios miles de

ejemplares de lombrices de una zona geograficamente reducida (campos de Plasencia).

Durante esta fase de la investigacion, al analizar las lombrices obtenidas en los
muestreos se encuentran muchos ejemplares tipicos asignables a A. trapezoides (clitelo
26/27-34, tubérculos pubertarios lineares en 31-33 y papilas en 9-10-11) pero se capturaron
también algunos ejemplares morfolégicamente asignables a A. trapezoides y especies
relacionadas (véase discusion sobre este punto) muy interesantes por su condicion
sexual o variantes morfologicas. En primer lugar, algunos presentan espermatecas llenas

y otros espermatecas vacias. En segundo lugar, existe cierta variacion morfoldgica en los



ejemplares encontrados, en concreto respecto al numero y posicion de las papilas
(posibles posiciones: 9-10-11; 10-11-12; 10-11; 9- 10-11-12) y longitud del clitelo (longitud
tipica del segmento 26/27 al 34, o bien formas con clitelo largo del 24 al 34). Por tltimo
algunos ejemplares presentaban espermatoforos en la cara ventral de los sementos 26 6

27 lo que es un indicio evidente de cépula y quizds de reproduccion sexual.

Como se coment6 anteriormente en la introduccion general de esta tesis (capitulo 1),
asumimos que en las lombrices sexuales con tubérculos y clitelo bien desarrollados las
espermatecas siempre estan llenas con independencia del momento del muestreo, tal
como nos dicta nuestra experiencia a nivel de grupo de investigacion (al que pertenecen
taxénomos veteranos que llevan decenas de afos disecando lombrices), la literatura
general sobre biologia en lombrices de tierra (por ejemplo, Lee, 1985, Edwards y Bohlen,
1996) y los estudios estacionales en algunas especies (Hormogaster elisae; Garvin et al.,
2003; Novo, 2010). Esto parece logico ya que los tubérculos son necesarios en el
momento de la copula, y el clitelo esta destinado a la produccion de los capullos y es un
organo voluminoso que aumenta la seccion corporal y dificulta la excavacion y que es
energéticamente costoso (células secretoras que representan un output energético
importante), por lo que estos 6rganos no deberian desarrollarse salvo para copular y
producir capullos, lo que implica que simultdneamente las espermatecas deben estar
llenas. Las espermatecas vacias, en buena légica funcional, so6lo deberian aparecer en
individuos que hayan consumido el esperma, o que no hayan copulado por algun
problema orgdnico o por falta de pareja, lo que dada la densidad local de la mayoria de

las poblaciones de lombrices de tierra parece algo excepcional.

Por otra parte, tenemos evidencias de que la presencia de espermatecas vacias en
individuos maduros con el clitelo y las papilas totalmente desarrollados es un caracter
indicativo de partenogénesis en lombrices debido, ademas de a las fuentes anteriores, a

la evidencia arrojada por los experimentos desarrollados en el capitulo 6 de esta tesis.

Una evidencia adicional es la falta de iridiscencia en los embudos masculinos en los
ejemplares que tienen las espermatecas vacias. Esta falta de iridiscencia sugiere que en

estos ejemplares la espermiogénesis no se completa de forma adecuada ya que no se



producen espermatozoides que sean capaces de abandonar las vesiculas seminales y
alcanzar los embudos masculinos, donde se acumulan previamente a la copula. Es esta
acumulacion la que produce la iridiscencia caracteristica en los embudos de las
lombrices de tierra con fecundacion cruzada. En preparaciones teiiidas “in toto” hemos
podido comprobar que la falta de iridiscencia va ligada a la ausencia de espermatozoides
fijados sobre los embudos. No hay que descartar sin embargo la posibilidad de que la
falta de iridiscencia se deba a que los ejemplares hayan copulado recientemente,

consumido su reserva de esperma y que todavia no les haya dado tiempo a reponerla.

La presencia simultdnea de estas tres caracteristicas, espermatecas vacias, embudos
masculinos sin iridiscencia, y presencia de tubérculos y clitelo desarrollados, es una
fuerte evidencia a favor de la partenogénesis, y es lo que nos ha llevado a catalogar como
partenogenéticos a los ejemplares que las presenten. Cualquier otra posible explicacidn,
ejemplares inmaduros que no hayan copulado, ejemplares anormales, etc., parece poco
probable desde el punto de vista funcional; la reproduccién en lombrices es un
fenomeno complejo resultado de la integracion de una serie de procesos y organos
funcionando sincronizadamente, y cuando este proceso se rompe simultaneamente en

varios pasos todo apunta hacia la partenogénesis como tnica explicacidn plausible.

De todas las localidades muestreadas a lo largo de esta tesis, éstas son las unicas en las
que coexisten individuos sexuales y partenogenéticos, y de las que disponemos de formas
con variacion morfoldgica a nivel intrapoblacional, por lo que es un area perfecta para el
estudio de la biologia evolutiva de esta especie, para estudios sobre procesos evolutivos
generales como el origen de la partenogénesis y para estudios taxondmicos que incluyan
morfologia y datos moleculares. Por tanto hemos decidido realizar un estudio preliminar
en esta zona cuyos objetivos son: 1) estudiar las relaciones entre variacion morfoldgica
(posicion de papilas y clitelo) y variaciéon molecular en A. trapezoides en definitiva
variacion genotipica y fenotipica 2) ver qué relaciones existen entre las formas sexuales y
las partenogenéticas, asi como su variacidon genética, y 3) obtener informacion sobre el

origen de la partenogénesis a escala mesogeografica.



Materiales y Métodos

I. Area de muestreo.

La parte del proyecto europeo realizada por el GIF contempla el estudio de 22 localidades
(10 dehesas y 12 olivares) cerca de Plasencia (provincia de Caceres, comunidad auténoma
de Extremadura, Espafia). Para este estudio, se seleccionaron individuos maduros
sexuales y partenogenéticos (considerando como tales a los que presentan espermatecas
vacias y embudos no iridiscentes) (Tabla 1) procedentes de 8 localidades (5 dehesas y 3
olivares) situadas en un area rectangular de aproximadamente 20x30 km. Dentro de cada

localidad, se realizaron diversos muestreos en puntos distintos (Fig. 1y 2).

Fig. 1. Localizacidn geografica de las localidades seleccionadas.
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Fig. 2. Detalle de la situacidn geografica de algunas de las localidades estudiadas.



Localidad Punto GPS Codigo Haplotipo Papilas Clitelo Tubérculos Espermatecas Esperma-

muestreo lombriz  COII/16S rRNA téforos
D1 DiM1 AITC  40°1'32.43" N
06215'37.34" O D1EL1 11 10-11-12 26-34 31-33 banda LL NO
D1EV1 2/2 10-11-12 26-34 31-33 banda \Y% NO
Di1EV2 2/2 10-11-12 26-34 31-33 banda \% NO
D3 D3Ji AITC 4021 20.01" N
06° 01' 20.30"0 D3EL1 3/3 9-10-11 26/27-34 31-33 banda LL NO
D3EL2 4/3 9-10-11 26/27-34 31-33 banda LL SI
D3EL3 5/3 9-10-11 26/27-34 31-33 banda LL NO
D3Ewv1 5/3 9-10-11 26/27-34 31-33 banda \% NO
D3LE1 AITC 40°11'18.25" N
06° 01' 23.02"0 D3EL4 6/4 9-10-11 26/27-34 31-33 banda LL NO
D3EL13 5/7 9-10-11 26/27-34 31-33 banda LL NO
D3LE2SOIL  40°1'18.15" N
06°01'22.89"0  D3ELi4 5/3 10-11-12 27-34 31-33 banda LL NO
D3LE3AITC 40°11'18.06" N
062 o1' 22.76"0 D3EL7 5/3 10-11-12  26/27-34 31-33 banda LL NO
D3EL8 5/3 10-u-12  26/27-34 31-33 banda LL NO
D3ELg 4/3 10-u-12  26/27-34 31-33 banda LL NO
D3ELio 7/5 10-u-12  26/27-34 31-33 banda LL NO
D3ELu 5/3 10-u-12  26/27-34 31-33 banda LL NO
D3EV3 8/3 10-1-12  26/27-34 31-33 banda \% NO
D3ELi5 5/3 10-11-12 26-34 31-33 banda LL NO
D3EL16 6/4 9-10-11-12 26-34 31-33 banda LL NO
D3LE3 SOIL D3EL1y 5/7 10-11-12 26-34 31-33 banda LL NO
D3EL16 6/5 9-10-11-12 26-34 31-33 banda LL NO

Tabla 1. Datos sobre las localidades de muestreo y los individuos empleados en los andlisis molecularespp: poco patentes. LL: llenas. V: vacias. ni: no iridiscentes



Localidad Punto GPS Codigo Haplotipo Papilas Clitelo  Tubérculos Espermatecas Esperma-
muestreo lombriz  COII/16S rRNA toforos

D3EVs5 5/3 PP 26-34 31-33 banda

D3F2 AITC  40°11' 29.65" N

062 00'31.47"' O D3EL20 6/1 9-10-11-12 26-34 31-33 banda

D4EV2 9-10-11 26/27-34  31-33 banda

\Y%
LL
\Y%
LL

D4EL2 10-11-12 26/27-34  31-33 banda

D4M2 AITC  40°11' 48.47" N
06217 06.91" O  D4EL3 9-10-11 26/27-34  31-33 banda

D4LA2 AITC  40°12'34.67" N
06218 03.95" O 9-10-11 26/27-34  31-33 banda

10-11-12 31-33 banda \Y%

26/27-34

NO
NO
NO
NO
- NO
NO
NO
NO
NO

D5EV4 14/10 10-11-12 26/27-34  31-33 banda \Y%

Tabla 1 (continuacién). Datos sobre las localidades de muestreo y los individuos empleados en los anélisis moleculares.pp: poco patentes. LL: llenas. V: vacias. i:
iridiscentes. ni: no iridiscentes.



Localidad Punto GPS Codigo Haplotipo Papilas Clitelo  Tubérculos Espermatecas Esperma-

muestreo lombriz COII/16S rRNA téforos
D6 D6F1 AITC 40210 02.59" N
06204 50.70"0  D6EL1 16/11 9-10-11  26/27-34  31-33 banda LL NO
D6EL2 16/11 9-10-11  26/27-34 31-33 banda LL NO
O1 O1H1 AITC  40°14' 29.41" N
06217 47.31" O O1EV1 17/12 10-11-12  26/27-34  31-33 banda \% NO
0O1EV2 17/12 10-1-12  26/27-34  31-33 banda \% NO
O9g O9LB2SOIL  40°14'31.73" N
06°13'52.63"' O  O9EV1 14/10 10-11-12 24-34 31-33 banda \Y% NO
O9EV2 14/10 9-10-11 24-34 31-33 banda \% NO
O9EV3 14/10 10-11 24-34 30-33 banda \Y% NO
O9EV4 14/10 10-11 24-34 30-33 banda \Y% NO
O9EL1 15/7 10-11-12 26-34 31-33 banda LL NO
O12 O12E2 SOIL  40°12'10.59" N
06°09'18.10" O  On2EL2 18/14 10-11-12 26-34 31-33 banda LL NO
O12EL3 19/13 10-11-12 26-34 31-33 banda LL NO
O12EL4 20/13 10-11-12 26-34 31-33 banda LL NO
O12EL5 21/13 10-11-12 26-34 31-33 banda LL NO

Tabla 1 (continuacion). Datos sobre las localidades de muestreo y los individuos empleados en los analisis moleculares. pp: poco patentes. LL: llenas. V: vacias. i:
iridiscentes. ni: no iridiscentes.



II. Método de muestreo

Dentro de cada localidad de muestreo, se seleccionaron diferentes puntos, identificados
por un codigo, tal como se observa en la figura 1 y tabla 1. Dentro de cada punto, se
realizaron 3 muestreos en un cuadrado de 30x30 cm y 20 cm de profundidad, con 10 m de
separacion entre ellas y 20 m de separacion respecto al borde de la localidad. En primer
lugar, los cuadrados fueron despojados de la cubierta herbdcea. A continuacion, se
anadieron 5 1 de alil isocianato (AITC), agente expelente fabricado a partir de aceites
esenciales de mostaza. En muestreos de lombrices de tierra, su efecto es similar al del
tradicional formol: las lombrices salen a la superficie a medida que el agente penetra en
el suelo. Se prepar6 diluyendo el AITC en isopropanol (5 g/l de solucion), y volviendo a
diluir en agua hasta alcanzar o.1 g/l. Las lombrices que aparecieron en superficie durante
los siguientes 15 min fueron recogidas y recolectadas en recipientes con agua.
Trascurrido ese tiempo, se procedio a la extraccidn del suelo con la ayuda de una palay a
la recoleccion manual de las lombrices contenidas en él, que se metieron en un
recipiente con agua distinto con objeto de comparar ambos métodos de muestreo. A
continuacion, se procedio a la fijacion de las lombrices en etanol 80° y a su conservacion
en etanol de 962 hasta identificacion. Dada la naturaleza del proyecto, se identificaron
todas las lombrices recolectadas en cada localidad (Anexos 5 a 8; informacion cedida por

Dario J. Diaz Cosin, Dolores Trigo, Juan B. Jests y Mdnica Gutiérrez).

Se seleccionaron para este estudio inicial 48 ejemplares identificados como A.
trapezoides y formas afines (con variacion en numero y posicion de papilas y longitud de
clitelo que serian compatibles en algunos casos con la asignacién a A. monticola). Se
encontraron individuos maduros con espermatecas llenas y vacias (tabla 1). La
presencia/ausencia de esperma en espermatecas y embudos se chequeo en 3 individuos
de cada tipo siguiendo el siguiente protocolo. Primero, se extrajeron las espermatecas y
embudos masculinos por diseccion en los individuos conservados en etanol 96°. Tras un
lavado prolongado en agua destilada (2 6 3 dias), se realizé un lavado en alcohol de 70°
(un dia). A continuacion, se procedio a la tincidén en carmin bordcico de Grenacher
diluido en alcohol de 70° hasta que las espermatecas o embudos tomaron un color rojo
vivo. Tras un lavado rapido en alcohol de 709, se diferenciaron en alcohol clorhidrico

para eliminar el exceso de colorante y se llevd a cabo la deshidratacion de las muestras



en serie de alcoholes 70%, 96° y absoluto (dos bafios de 5-10 minutos cada alcohol). A
continuacion, se eliminé el etanol mediante bafios de tolueno (tres bafios de 5 - 10- 15
minutos) y se procedio al montaje de espermatecas y embudos en portas empleando
Balsamo de Canadd. Las muestras se observaron con un microscopio luminico,
detectando presencia de esperma solamente en las espermatecas que habian sido

clasificadas como aparentemente llenas y en los embudos iridiscentes.

III. Extraccidon y secuenciacion de ADN

La extraccion del tejido y del ADN se realizo de la manera descrita en el capitulo 2.

Se amplificaron los genes mitocondriales citocromo oxidasa II (COII) y 16S tRNA vy los
nucleares 28S rRNA e histona H3. Las condiciones de amplificaciéon mediante PCR para

los genes COII, 28S rRNA e histona H3 son las indicadas en el capitulo 2.

Las condiciones para la amplificacion del gen 16S tRNA fueron las siguientes: una
primera fase de desnaturalizacion inicial a 95°C (30 s) seguida de 35 ciclos compuestos de
fase de desnaturalizacion a 95°C (30 s), fase de extension a 60°C (1 min) y fase de
elongacion a 72°C (1 min), y una fase final de elongacion a 72°C (5 min). La mezcla de
PCR contenia tampon libre de MgCl, 1X, Mg Cl, 3mM, dNTPs 0.8 mM, cebadores forward

y reverse pM cada uno, y enzima polimerasa 0,04 u/pl, en un volimen final de 50 pl.

La reaccién de secuenciacion se llevé a cabo en una direccion en Macrogen Inc. (Corea).
Al ser un estudio preliminar, las secuencias no han sido todavia incluidas en GenBank, a

la espera de completar este trabajo en los proximos meses.



III. Andlisis filogenéticos y genética de poblaciones

Se realizaron estimas filogenéticas mediante inferencia bayesiana, maxima verosimilitud
y maxima parsimonia. Se analizaron por una parte los individuos de este capitulo para
conocer las relaciones filogenéticas a mesoescala de los individuos sexuales vy
partenogenéticos, y por otra estos individuos mas todos los del complejo A. caliginosa
previamente analizados para conocer a qué linaje de A. trapezoides pertenecian y su

posicion filogenética respecto al resto de especies.

Se realizé una red de haplotipos con ambos genes mitocondriales (COII, mds variable, y
16S tRNA, con menos variabilidad). También se realizaron dos Andlisis de la Varianza
Molecular (AMOVA). En el primero, se compar6 la variacion molecular debida al
caracter sexual o partenogenético, por lo que los individuos se agruparon en dos grupos
(espermatecas llenas vs espermatecas vacias); en el segundo, los individuos se agruparon
por localidades para ver qué porcentaje de variacion se debia a su distribucion en
localidades. Para complementar la informacién obtenida en estos andlisis, se analizo la
correlacidn entre distancias genética y geografica (comparacién de los valores de Fsr para
el gen COII entre poblaciones y la distancia en linea recta entre puntos de muestreo) con
un test de Mantel (1967) implementado en el programa IBD (Isolation By Distance,
Jensen et al., 2005). En localidades con varios puntos muestreados, se tomo el punto
medio entre ellos como punto de comparacién con el resto de las localidades. La
significacion de la correlacion entre las matrices se evalu6 mediante comparaciones del
estadistico Z, para el que se obtuvieron distribuciones aleatorias con 10.000
permutaciones. El resto de andlisis mencionados en este apartado se realizaron conforme

a la descripcioén en los capitulos 2 y 4.



Resultados

I. Variabilidad genética y morfoldgica

Se encontré una alta variabilidad genética en ambos genes mitocondriales (21 y 14
haplotipos para los genes COII y 16S rRNA, respectivamente). Sin embargo, las
secuencias de los genes nucleares H3 resultaron ser muy poco variables (solamente
variaban un par de bases), y las del gen 28S rRNA exactamente iguales en todos los

individuos.

Los individuos sexuales y partenogenéticos de cada localidad compartian los mismos
haplotipos en los genes mitocondriales (tabla 1). De igual manera, los individuos con
distinto nimero y posicion de las papilas también mostraron el mismo haplotipo. Por
ultimo, los individuos de clitelo largo (olivar 9, Og) mostraron igual haplotipo que

individuos de clitelo corto (dehesa 5, Ds).

II. Relaciones filogenéticas

Al igual que en los capitulos 2 y 4, el modelo General de Tiempo Reversible (‘General
Time Reversible model’, GTR) con distribuciéon gamma (G) y sitios invariables (I) fue
elegido el mejor modelo de evolucion para los genes COIl y 28s, y el modelo Hasegawa-

Kishino- Yano con distribucién gamma (HKY + G) para COI y Hs.

No se encontraron discordancias mayores entre las topologias de los arboles de ML, MP y
BI. Las pocas diferencias topologicas observadas se encontraron siempre a nivel terminal
y debidas principalmente al numero mayor de politomias en el andlisis de parsimonia.
Sin embargo, los mismos grupos de secuencias a nivel terminal fueron observados en
todos los andlisis. Todos los drboles realizados con las distintas particiones y con el grupo
de datos concatenados (Fig. 2 y 3) produjeron topologias congruentes. Ademas, el test

ILD no encontré incongruencias significativas entre ellos (P > 0.05).



La Fig. 3 muestra las relaciones filogenéticas entre los individuos estudiados. La mayoria
de clados terminales se distribuyen en dos parcelas. Excepcionalmente, uno de ellos se
distribuye en mas. Se observan 3 clados principales, con un gran numero de politomias.
Los individuos sexuales y partenogenéticos aparecen mezclados en los clados, al igual
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Fig. 3. Arbol filogenético de los individuos recolectados en las localidades estudiadas del
proyecto BIOBIO, reconstruido por el método de inferencia bayesiana basado en la secuencia de
los genes mitocondriales (COIL, 16S rRNA). Los nimeros en los terminales corresponden con el
numero de haplotipo de COII. Los valores de probabilidad posterior (PP) y bootstrap obtenidos
en los andlisis de mdxima verosimilitud (ML) y parsimonia (P)se muestran en los nodos cuando
son superiores a 0,8 (PP/ML/P). Los asteriscos indican soportes estadisticos >0.80/80/80. Los
diagramas circulares muestran la distribucion de las muestras de cada uno de los clados
principales.

que los individuos con caracteres morfoldgicos distintos. Todos los clados presentaron
un soporte estadistico muy alto. Por lo general, los individuos de cada poblacion o de

poblaciones geograficamente cercanas (ver tabla 4 mas abajo) se agrupan en el mismo



clado. Las lombrices del olivar g (O9) aparecen separadas en dos clados distintos. Los
individuos de clitelo largo (O9EV1, O9EV2, O9EV3 y O9EV4) comparten haplotipo en
ambos genes con algunos de los individuos de la dehesa 5. Otro individuo del mismo
olivar (O9EL1) con clitelo corto mostré un haplotipo distinto en ambos genes a los

individuos de clitelo largo de la misma parcela.

Las distancias genéticas son sorprendentemente altas para ser un estudio a esta escala

(hasta un 12,16%), tal como se observa en la Tabla 2.

En la filogenia de todo el complejo de especies (Fig. 4) se observa que las muestras de las
poblaciones extremefias se agrupan en el cluster formado por el linaje II de A.
trapezoides y las distintas especies de Nicodrilus debido a la posicidén geografica de estas
localidades. Sin embargo, el nimero de politomias sigue siendo elevado, tal como se

observaba en el capitulo 4.

II. Genética de poblaciones

Las dos redes de haplotipos elaboradas a partir de los genes mitocondriales estudiados
(Fig. 5 y 6) muestran relaciones entre los individuos similares a las obtenidas a partir del
analisis filogenético: los individuos aparecen principalmente separados por localidades.
El nimero de saltos mutacionales entre los individuos de las distintas localidades y
grupos de haplotipos tiende a ser muy elevado, siendo mayor en el gen COIl y menor en

el gen 16S tRNA, reflejo de las altas distancias genéticas encontradas.



COI1/16S

rRNA hap1 | hap2 | hap3 | hap4 | haps | hap6 | hap7 | hap8 | hapg | hapio | hapu | hapi2 | hapi3 | hapi4 | hapis | hapi16 | hapi7 | hapi8 | hapig | hap2o
hap: 399 | 535 | 498 | 535 | 3,99 | 386 | 386 [360 |3,86 423 | 174 | 436 | 423 * ¥ * ¥ * ¥
hap2 0,18 486 | 473 | 461 | 075 | 125 | 137 | 135 | 224 | 399 | 498 | 423 | 436 * ¥ * ¥ * ¥
hap3 436 | 9,62 037 | 025 | 473 | 473 | 461 | 448 | 486 | 162 573 1,87 1,87 - * * * * *
hap4 944 | 9,26 | 0,36 037 | 461 | 461 | 448 | 436 | 473 | 1,49 | 535 1,74 1,62 - * * * * *
haps 9,62 | 944 | 018 | 018 4,48 | 448 | 436 | 423 | 4,61 1,37 573 1,62 1,74 * * * * * *
hap6 9,44 | 9,26 | 0,36 | 0,36 0,18 0,50 | 0,62 | 0,50 2,12 3,86 4,86 4,36 4,48 * * * * * *
hapy 9,26 | 944 | 054 | 0,54 | 0,36 | 0,54 025 | 025 | 187 | 386 | 473 | 423 | 436 * * * * * *
hap8 9,62 | 9,44 | 0,54 | 0,54 | 0,36 | 0,54 | 0,73 050 | 187 | 374 | 473 | 3,99 | 4n - * * * * *
hapg 6,90 | 6,72 | 7,80 | 7,44 | 7,62 | 7,44 | 7,62 | 7,99 1,62 361 | 448 | 399 4,1 * * * * * *
hapio 6,90 | 6,72 | 7,99 | 762 | 7,80 | 7,62 | 7,80 8,17 1,27 3,74 4,61 3,86 3,99 * * * * * *
hapn 7,08 | 6,90 | 7,99 | 7,62 7,80 | 7,62 7,80 8,17 0,54 1,81 4,61 1,25 1,37 * * * * * *
hapi2 744 | 7,26 | 8,53 | 817 | 835 8,17 8,35 8,71 1,09 2,36 1,63 5,11 4,98 * * * * * *
hapi3 6,90 | 6,72 | 7,80 | 744 | 7,62 | 7,44 | 7,62 | 7,99 | 0,54 | 1,45 1,09 1,63 0,12 * * * * * *
hapiy 7,44 | 7,62 | 9,62 | 9,26 | 9,44 | 9,26 | 9,07 | 9,80 | 4,90 | 4417 | 508 | 599 | 508 - * * * * *
hapis 6,90 | 6,72 | 780 | 7,44 | 7,62 | 7,44 | 7,62 | 7,99 | 0,36 1,63 0,91 0,73 0,91 5,26 * * * * *
hap16 9,44 | 9,26 | 254 | 2,54 | 236 | 218 | 2,72 | 2,72 | 853 8,35 8,71 9,26 8,53 9,62 8,53 * * * *
hapiy 5,08 | 5,26 9,53 9,16 9,34 9,16 9,98 9,71 7,62 7,44 8,17 8,17 7,80 7,80 7,62 9,16 * * *
hapi8 9,89 | 10,07 | 7,99 | 7,99 | 7,80 | 7,62 7,44 8,17 | 10,07 | 10,25 10,25 10,80 10,07 10,98 10,07 8,17 12,16 * *
hapig 871 | 889 | 58 | 58 | 563 | 544 | 526 | 599 | 870 | 889 | 889 | 944 | 871 | 980 | 3n; 581 | 9,98 | 327 *
hapzo 871 | 889 | 58 58 | 563 | 544 | 526 | 599 | 87 8,89 8,89 9,44 8,71 9,80 8,71 5,81 9,98 2,90 0,73

hap21 853 | 327 | 599 | 599 | 581 | 563 | 544 | 617 | 853 | 87 87 | 926 | 853 | 962 | 853 | 599 | 980 | 345 0,91 0,54

Tabla 2. Distancias genéticas (uncorrected p-distance) entre haplotipos. COIl: debajo de la diagonal. 16S rRNA: encima de la diagonal.
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Fig. 4. Arbol filogenético de los individuos recolectados en las localidades estudiadas del proyecto BIOBIO junto con todas las lombrices del complejo de
especies, reconstruido por el método de inferencia bayesiana basado en la secuencia de los genes COII, H3 y 16S rRNA. Los terminales en rojo representan las
lombrices de este estudio (AtBIO). Los valores de probabilidad posterior (PP) y bootstrap obtenidos en los andlisis de maxima verosimilitud (ML) y parsimonia
(P) se muestran en los nodos cuando son superiores a 0,8 (PP/ML/P). Los asteriscos indican soportes estadisticos >0.80/80/80.



El primer AMOVA realizado (en el que se comparaban individuos con espermatecas
llenas y vacias) mostré que solamente un 19,77% de la varianza genética encontrada se
daba entre grupos, mientras que la varianza dentro de grupos es de un 64,30%. La
varianza encontrada dentro de cada localidad en cada uno de los grupos fue 15,93%. En el
segundo AMOVA (en el que se comparaban los individuos agrupados por localidades),
un 83,45% de la varianza genética se debia a la distribucion de los individuos en
localidades distintas, mientras que s6lo un 0,4% de la varianza se debia a las diferencias
genéticas entre localidades. De manera similar al primer AMOVA, dentro de las

localidades la varianza encontrada fue del 16,15% (Tablas 3y 4).

hap3

Fig. 5. Red de haplotipos de 16S rRNA de A. trapezoides generada por el programa TCS. El limite de
conexion fueron 20 pasos. El tamafio del 6valo representa la frecuencia haplotipica. Los circulos vacios
son haplotipos intermedios (no muestreados). Cada rama representa un cambio mutacional, excepto si se
indica su nimero en la rama correspondiente. La longitud de las ramas no contiene informacion.
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Fig. 6. Red de haplotipos del gen COIl de A. trapezoides generada por el programa TCS. El limite de
conexion fueron 65 pasos. El tamafio del 6valo representa la frecuencia haplotipica. Los circulos vacios
son haplotipos intermedios (no muestreados). Cada rama representa un cambio mutacional, excepto si se
indica su ndmero en la rama correspondiente. La longitud de las ramas no contiene informacion.




Fuente de variacion Grados de Suma de Componentes de la %
libertad cuadrados varianza variacion
Entre grupos 1 198.274 4.14620 Va 19.77
Entre poblaciones 9 457.081 13.48454 Vb 64.30
dentro de grupos
Dentro de poblaciones 36 120.283 3.34120 V¢ 15.93
Total 46 775.638 20.97194

Tabla 3. Resultados del AMOVA comparando individuos de A. trapezoides sexuales y
partenogenéticos, basado en el gen mitocondrial COII. Se muestra la particiéon de la varianza a
tres niveles jerarquicos.

Fuente de variacion Grados de Suma de Componentes de la %
libertad cuadrados varianza variacion
Entre grupos 7 644.455 17.26659 Va 83.45
Entre poblaciones 3 10.900 0.08427 Vb 0.41

dentro de grupos

Dentro de poblaciones 36 120.283 3.34120 V¢ 15.93

Total 46 775.638 20.97194

Tabla 4. Resultados del AMOVA comparando individuos de A. trapezoides separados por
poblaciones muestreadas, basado en el gen mitocondrial COIl. Se muestra la particiéon de la
varianza a tres niveles jerarquicos.



El test de Mantel indic6 que la distancia genética por pares entre localidades (Fst, tabla
5) y la distancia geografica entre puntos en metros estan significativamente

correlacionadas (Z = 273646,2628; P = 0,0233; r = 0,3309).

D1 D3 D4 Ds D6 01 O12 O9
D1 19,677 3,165 5,096 15,040 6,019 8,178 6,004
D3 | 0,90664 23,016 24,587 5,428 23,682 11,266 18,425
D4 | 0,83645 0,86227 3,400 18,264 4,482 11,845 7,210
D5 | 0,80441 0,87328 0,63460 20,701 1,982 13,515 6,989
D6 | 0,99029 0,69729 0,87180 0,84898 19,742 7,282 15,098
O1 | 0,98246 o0,91529 0,85817 0,81765 1,00000 12,568 5,592
O12 | 0,83947 0,82508 0,83182 0,81860 0,77749 0,86174 7,649

O9 o0,77414 086699 0,58797 -0,21992 0,82554 0,79001  0,79740

Tabla 5. Debajo de la diagonal, valores medios de Fst por pares entre puntos de muestreo basados en
COIlI. Los nimeros en negrita representan valores significativos de Fst al P<0,05. Encima de la diagonal,
distancia entre las localidades de muestreo (km).

Discusion

I. Implicaciones taxonémicas: estasis molecular vs plasticidad fenotipica

Uno de los resultados mas llamativos de este estudio es la presencia de variacion
morfoldgica apreciable en individuos con el mismo haplotipo. Hasta ahora, los estudios
mas recientes en lombrices de tierra habian mostrado casos de una fuerte estasis
morfoldgica relacionada con altas divergencias genéticas, lo que llevo al establecimiento
de ‘especies cripticas’ en varias especies diferentes de lombrices de tierra (por ejemplo,

Novo, 2010). Este es el primer estudio en el que se encuentra el caso contrario: formas



morfoldgicamente variables en caracteres importantes a nivel taxonomico (por ejemplo,
la posicion del clitelo) y otros no tanto como la posiciéon de las papilas, muestran las
mismas secuencias en genes altamente variables, como son los mitocondriales. De esta
forma, se demuestra que en A. trapezoides y especies afines el niimero y posicion de las
papilas y la longitud del clitelo no pueden considerarse siempre como caracteres

taxonomicos validos.

El namero y posicion de las papilas se ha cuestionado como un cardcter vélido para la
identificacion de especies, ya que algunos autores han sefialado que este caracter
depende de la actividad sexual de los individuos y se ha podido detectar su extrema
variabilidad en casos como Hormogaster elisae (Novo et al., 2010). Quizds por esta razon
el patrén mas comun en formas de A. trapezoides con espermatecas vacias (que, por otra
parte, son las mds abundantes) es encontrar tres pares de papilas en los segmentos 9-10-
1. Sin embargo este caracter ha sido considerado como importante por Onteniente y
Rodriguez Babio (2002) para caracterizar especies proximas como Nicodrilus
tetramammalis, N. monticola y N. carochensis. Estos autores observaron que estos
individuos siempre tenian espermatecas llenas, a diferencia de A. trapezoides (con
papilas en 9, 10 y 11) que las tenia vacias. También encontraron dos individuos asignables

a A. trapezoides con las espermatecas llenas en la poblacion de Navarrés (Valencia).

En este estudio, se han encontrado individuos con espermatecas llenas con papilas
desarrolladas en posicién 9-10-11, 10-11-12, 9-10-11-12 y 10-11, y con idénticas secuencias a

nivel molecular, lo que demuestra que este caracter carece de relevancia taxonomica.

En el arbol filogenético del complejo de especies (capitulo 4), N. monticola y N.
tetramammalis aparecian juntas y mezcladas en el mismo clado, incluso algunos de los
individuos compartiendo el mismo haplotipo en los genes mitocondriales. Al igual que
sucede en el presente estudio, ambas ‘especies’ provenian de las mismas localidades, pero
en este capitulo es la primera ocasion en que se ha realizado un estudio molecular con
un numero lo suficientemente grande de muestras para testar su validez taxondmica con
herramientas moleculares. En el estudio realizado en el capitulo 4 no se encontraron

individuos con papilas en la posicién tipica de A. trapezoides (9-10-11) en las mismas



localidades donde se muestrearon N. tetramammalis y N, monticola, por lo que no se
pudo comparar con este tipo de formas, que por otra parte son las mas tipicas. A la luz
de estos resultados, al menos en A. trapezoides el numero y posicion de las papilas es un

caracter fenotipicamente muy plastico.

El caso del clitelo es distinto, puesto que en muchas especies su posicion si es un cardcter
taxonémicamente muy considerado en la identificaciéon y delimitacion de especies, ya
que es cierto que hay especies en las que la variacién de su posicion es minima y el
desplazamiento de sélo un segmento implica la pertenencia a especies diferentes, ver por
ejemplo Octolasion lacteum y O. cyaneum. Sin embargo hay otras especies con los limites
mas variables, quizds dependiendo del estado de madurez, pero generalmente la
variacion no es demasiado amplia y el clitelo puede considerarse habitualmente como un
buen cardcter taxonomico. Este es el primer estudio en el que se observa una plasticidad
fenotipica de este caracter en individuos con el mismo haplotipo. Sin embargo, también
es cierto que sdlo se observd en una de las poblaciones (olivar g), asi que parece que en
A. trapezoides una variacién mayor que un segmento por delante o detrds (dependiente
muchas veces del grado de madurez) es un fenémeno muy puntual pero que por otra
parte existe, lo que puede comprometer la validez taxonomica de emplear la longitud del

clitelo como cardcter diferencial.

Como consecuencia de estas observaciones y de la posicién de las formas de Nicodrilus y
formas sexuales de los alrededores de Plasencia en el arbol filogenético, puede
descartarse su estatus como especies, y podemos postular que el linaje II de A.
trapezoides estd compuesto por formas sexuales y partenogenéticas (siempre que sea
cierto el criterio definitorio empleado mas arriba), en las que el numero y posicion de las

papilas e incluso la longitud del clitelo es variable.

Como se comento en la introduccion de esta tesis (capitulo 1) y en el capitulo que trata
sobre la filogenia del complejo de especies (capitulo 4), son muchos los autores que
durante mas de un siglo han tratado de definir qué especies pueden considerarse dentro
de este grupo y como son cada una de ellas. A la vista de los resultados de esta tesis,

parece que el asunto es mas complejo de lo que pudiera pensarse.



Desde mi punto de vista, y atreviéndome a dar una opinion basada en el trabajo de estos
dltimos afos, la cosa no se ha solucionado sino mas bien al contrario; la biologia
molecular ha aclarado algunos aspectos pero ha complicado mas muchos otros, y hace
falta todavia mucha informacién para resolver el caos taxonémico, empezando por una
vision global (filogeografia) y una particular (a mesoescala) de cada una de las especies
para ver como puede variar cada una de ellas, designando neotipos y paratipos que
reflejen dicha variacion. Entender cémo se produce el origen de las formas

partenogenéticas es también crucial para resolver este problema.

Il.  Alta variabilidad genética, relaciones filogenéticas y genética de poblaciones:
aislamiento por distancia

La situacion general de los individuos analizados en este capitulo en los arboles
filogenéticos es la esperada de acuerdo con los resultados obtenidos en los estudios
filogeograficos y filogenéticos de esta especie. Las localidades estudiadas se encuentran
en la zona de distribucién del linaje II de A. trapezoides, tal como se identifico en el
capitulo 2. Por otra parte, sus relaciones filogenéticas con las especies sexuales del

complejo son similares al resto de clones del linaje II.

Un resultado muy llamativo es la gran cantidad de haplotipos diferentes en los genes
mitocondriales y las elevadas distancias genéticas encontradas entre algunos de ellos
(hasta mas de un 12,16%), ya que estas distancias son similares a las encontradas entre el
linaje I y II, tal como se observa en el capitulo 2. Hasta el momento, son escasos los
trabajos de genética de poblaciones en lombrices de tierra a nivel de mesoescala (Field et
al., 2007; Novo et al., 2009), y los resultados son similares: las distancias genéticas son
siempre muy altas. Por ejemplo, Novo et al. (2009) observaron distancias muy altas
(hasta el 20% en el COI) en poblaciones muy cercanas separadas por pocos kilémetros de
Hormogaster elisae en el centro de la Peninsula Ibérica. Por otra parte, es evidente que
los valores de distancias varian mucho en distintos taxones (velocidades evolutivas
diferentes dentro de las lombrices) y que por lo tanto no existe la posibilidad de

establecer un valor de distancia con validez general para diferenciar especies en este



grupo animal, sino que es necesario el estudio de cada caso para ver los patrones y la

magnitud de la variacion genética.

Por otra parte, los genes nucleares son muy poco variables, y las copias amplificadas son
totalmente iguales en el gen 28S rRNA y casi en la histona H3. Esto nos indica que o bien
actualmente existe flujo génico entre las poblaciones y que existe una tendencia hacia la
homogeneizacion genética, o bien que los genes nucleares no estan bien escogidos, ya
que a niveles interespecificos tampoco muestran demasiada variabilidad (capitulo 4).
Seria adecuado estudiar genes nucleares mas variables o microsatélites para estudiar este

aspecto.

Todos los andlisis de genética de poblaciones (red de haplotipos, AMOVAs, test de
Mantel) apuntan hacia el mismo resultado: existe una estructuracion genética muy
marcada en las poblaciones extremerias estudiadas y las diferencias genéticas entre las
localidades se deben a un patrén de aislamiento por distancia. Parece ser que existe una
tendencia general en las lombrices de tierra a presentar poblaciones aisladas y con poco
o nulo flujo génico entre ellas. Esto puede estar motivado por su baja capacidad de

dispersion.

Aunque son pocos los estudios que tratan sobre la dispersiéon de las lombrices de tierra,
se ha visto que tienen bajas tasas de migracion entre poblaciones, con tasas naturales
observadas de solo 1,4-9 m/afio (Ligthart y Peek, 1997, Hale et al., 2005). Este hecho
favorece el aislamiento entre poblaciones y la estructuracion genética, tal como se ha
observado en este capitulo. Ademads, es conocido el papel de la peninsula Ibérica como
uno de los refugios mas importantes donde las especies de animales y plantas
sobrevivieron durante las glaciaciones del Cuaternario (Huntley y Birks, 1983, Taberlet et
al., 1998, Hewitt, 2001), lo que podria haber favorecido atin mas el aislamiento geografico

de las poblaciones y, por lo tanto, el aislamiento genético.



I1. Implicaciones evolutivas: origen no hibrido, relativamente reciente y multiple de la
partenogénesis

Lejos de la complejidad de las herramientas moleculares, tenemos una prueba bastante
robusta para descartar el origen hibrido de la partenogénesis: no se han encontrado
especies filogenéticamente afines a A. trapezoides en los muestreos intensivos realizados,
no solamente en las localidades reflejadas en este estudio (tabla 1), sino en ninguna de las
localidades analizadas en el proyecto BIOBIO (Diaz Cosin, comunicacion personal).
Solamente se encontraron algunos ejemplares atribuidos con dudas a A. caliginosa en
una localidad diferente de las estudiadas, en la que no se habian encontrado ejemplares
sexuales de A. trapezoides. A parte de este caso, la inica especie del género Aporrectodea
presente en la zona fue A. rosea, que estd genéticamente muy ‘alejada’ de A. trapezoides
tal como se ve en el arbol filogenético del estudio realizado por Pérez-Losada et al.
(2009). Por otra parte, ante un caso de hibridacion se esperaria encontrar una filogenia
mitocondrial y una nuclear distintas, siendo aqui exactamente iguales ya que las

secuencias de los genes nucleares eran idénticas en individuos sexuales y asexuales.

:Qué origen pueden tener, entonces, las formas partenogenéticas de A. trapezoides? El
origen infeccioso parece altamente improbable debido a los patrones biogeograficos
encontrados en los distintos linajes (capitulo 2). Podemos plantear como hipotesis que el
origen dependa de la labilidad del sistema reproductor de estos animales, posibilidad
apoyada también por la existencia de bastantes especies de lombrices de tierra
partenogenéticas. Merece la pena barajar entonces un origen espontdneo, en el que una
mutacion en un punto genere las formas partenogenéticas, y/o alternativamente un
origen contagioso, por el que los linajes partenogenéticos se originen secundariamente a
partir de linajes partenogenéticos preexistentes como resultado de un aislamiento
reproductivo incompleto entre individuos sexuales y partenogenéticos. Omodeo (1952)
ya formul6 esta hipdtesis, explicando que los linajes triploides con partenogénesis
obligatoria debian provenir de linajes diploides en los que la partenogénesis estaria
presente al menos de manera facultativa, pasando en estos casos por una etapa en la que
es necesaria la participacion del esperma (pseudogamia) para desencadenar la
partenogénesis. En el caso de los individuos tetraploides, los posibles origenes podrian

ser distintos: fecundacion de un ovocito no reducido por un espermatozoide diploide,



fecundaciéon de un ovocito triploide por un espermatozoide haploide, autofecundacion

en un individuo con lineas germinales masculina y femenina tetraploides, etc.

Como ya se menciono en la introduccion de esta tesis, hay autores que apoyan que la
hibridacion entre hembras partenogenéticas y machos de la misma especie es uno de los
principales mecanismos generadores de poliploidia en animales unisexuales. A priori, la
biologia de las especies partenogenéticas de lombrices parece apuntar a este origen
contagioso, ya que es comun encontrar distintos grados de ploidia. Todas las formas
partenogenéticas que se han encontrado son poliploides (Suomalainen et al., 1987). El
nivel de poliploidia varia de formas triploides a formas dodecaploides. Ademas, una
Unica especie morfoldgica puede tener grados de ploidia distintos. Por ejemplo, en A.
trapezoides se han encontrado individuos diploides (Onteniente y Rodriguez Babio,
2002), triploides que es lo habitual y tetraploides (Omodeo, 1952; Casellato y Rodighiero,
1972). A. rosea presenta formas desde 3n hasta 1on (Omodeo, 1952), siendo algunas

anfimicticas y otras partenogenéticas.

A raiz de los resultados obtenidos en este capitulo, puede asumirse también un origen
multiple y reciente de la partenogénesis. Multiple, porque no todas las formas
partenogenéticas se asocian a una dnica forma sexual, sino que varias formas sexuales
comparten diversos haplotipos con varias formas partenogenéticas; ademas, el test de
Mantel revela un aislamiento por distancia. Este origen multiple se corrobora también a
escala global en el arbol filogenético de la filogenia del complejo (capitulo 4). Reciente,
porque las formas sexuales y las partenogenéticas comparten haplotipos en genes
mitocondriales altamente variables; todavia no ha habido ‘tiempo evolutivo’ suficiente
para la acumulacién de mutaciones a esta escala. Podria incluso calificarse como origen
‘instantdneo’, ya que parece ser que se esta dando en este momento del tiempo evolutivo.
Chang y Chen (2005) encontraron una tasa de mutacion del 3,5% de sustituciones por
posicion y millon de afios en el gen COI en megascolécidos. Novo (2010) calcul6 una tasa
para hormogastridos que variaba entre el 0,6 y el 2,9% para el mismo gen mitocondrial.
En este capitulo, nos hemos encontrado con secuencias totalmente iguales en animales
sexuales y partenogenéticos, por lo que se puede suponer que se han separado hace

menos de un milldén de afos. A escala filogenética global, este origen de la



partenogénesis también relativamente reciente (aproximadamente 40 millones de afos),

tal como se observa en la datacion realizada en el arbol ultramétrico del capitulo 4.

En cualquier caso, hemos encontrado una localidad excelente para profundizar en todas
estas cuestiones evolutivas y taxonomicas sin resolver. Futuros trabajos a un nivel mas
exhaustivo utilizando todo el material capturado en esta zona ayudardan a contestar
preguntas basicas en la biologia evolutiva y filogenia de las lombrices de tierra en general
y de A. trapezoides y formas afines en particular que fueron formuladas por primera vez

hace mas de cien afios.
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Resumen

La lombriz partenogenética Aporrectodea trapezoides (Duges, 1828), originaria del
Paleartico, se distribuye por todo el mundo debido principalmente a la expansion de las
practicas agricolas europeas. Para estudiar su ciclo bioldgico en el laboratorio, se
obtuvieron capullos de cultivos de individuos recolectados en el campo y se anotaron sus
caracteristicas y viabilidad, periodo de incubacién, numero de neonatos y tasa de
mortalidad. Del 59% de capullos viables eclosionaron 2 neonatos gemelos, mientras que
del 38% sodlo eclosiond un unico individuo (neonatos de eclosién tnica). La tasa de
mortalidad fue mayor en gemelos. Sdlo de un 2% de capullos viables eclosionaron
trillizos, y de un 1% cuatrillizos. Se cultivaron neonatos gemelos y neonatos de eclosion
Unica desde eclosion durante 490 dias bajo condiciones ambientales 6ptimas. Se anotd
su biomasa, tasa de supervivencia, estado de madurez y tasa de produccion de capullos
cada 15 dias durante todo el experimento. La biomasa media individual en neonatos de
eclosion unica fue significativamente mayor (p< 0.001) que en neonatos gemelos pero
solamente durante los primeros 15 dias del experimento. La tasa de produccion de
capullos no fue significativamente distinta entre los dos tipos de neonatos (p=0.317). De
media, los individuos de A. trapezoides criados aisladamente desde su eclosiéon
alcanzaron la madurez reproductora a los 153 dias con un peso medio de 1 g. Para
conocer las diferencias en reproduccion entre individuos recolectados del campo y
criados en laboratorio, se montaron 40 microcosmos experimentales que contenian una
unica lombriz (20 con lombrices recolectadas en el campo y otros 20 con individuos
criados en el laboratorio) y 40 que contenian 3 ejemplares (20 con cada tipo de
individuos). Este experimento se mantuvo durante un aiio bajo condiciones ambientales
controladas. Cada 15 dias, se anot6 el nimero de capullos encontrados en el suelo y se
reemplazo con suelo nuevo. Todos los individuos mantenidos en aislamiento produjeron
capullos, probando por lo tanto la reproduccion partenogenética obligatoria sin copula o
necesidad de estimulos fisico-quimicos. En general, las lombrices aisladas mostraron una
tasa de produccién de capullos significativamente mayor que las lombrices cultivadas en
grupos de tres; el mismo resultado se obtuvo al comparar lombrices criadas en
laboratorio con lombrices recolectadas en el campo. Este estudio subraya tanto la
importancia de conocer el ciclo bioldgico y la reproducciéon de una posible especie clave
en gestion de suelos debido a su vasta distribucién y alta densidad, como su uso

altamente recomendado en estudios aplicados debido a su facilidad de cultivo.



Abstract

The parthenogenetic earthworm Aporrectodea trapezoides (Dugés, 1828) is widely
distributed all over the world due to European agricultural practices. In order to provide
baseline life cycle data, cocoons were obtained from field-collected individuals and their
features and viability, incubation period, number of hatchlings and mortality rate were
recorded. More twins (59% of all viable cocoons) than singletons (38%) were produced,
but mortality rates in this kind of hatchlings were higher. Only 2% of cocoons produced
triplets and 1% quadruplets. Singleton and twin earthworms from this first experiment
were cultured from hatching during a 490-day period under controlled conditions with
biomass, survival, reproductive condition and cocoon production recorded at intervals of
15 days. Individual mean mass of singletons was only significantly higher (p< 0.001) than
that of twins at days 1 and 15. Cocoon production was not significantly different between
them (p=0.317). On average, individuals of isolated-reared A. trapezoides reached
maturity at day 153 and body weight at maturity was more or less 1g. In order to record
reproduction traits and differences between field-collected and laboratory-reared
individuals, a second experiment was performed. Forty microcosms with an isolated
earthworm (20 with field-collected individuals and 20 with laboratory-reared ones) and
40 containing three of them (20 with each type of individuals) were maintained during a
complete year under controlled conditions. Every 15 days, microcosm content was
replaced and cocoon production was recorded in the discarded soil. All individuals kept
in isolation produced cocoons, hence completely proving the obligatory parthenogenetic
reproduction in this species without copulation or need of any physical-chemical
stimulus. In general, isolated earthworms produced a significantly higher number of
cocoons than those in groups of three, and the same was recorded for laboratory-reared
earthworms when compared with field-collected ones. This study highlights the
importance of knowing the life cycle and reproductive traits of one possible key species
in soil management due to its vast distribution and high density in soils, and the species’

highly recommended use in applied studies because of its ease of culture.



Introduccion

Aporrectodea trapezoides es una lombriz de tierra de tamafno medio originaria del
Paleartico pero practicamente distribuida por todo el mundo. A pesar de ser una especie
tipicamente holartica, ha sido introducida en Australia (Blakemore, 1999), Nueva
Zelanda (Fraser et al., 1996), Sudafrica (Reinecke y Ljungstrom, 1969) y tanto en
Norteamérica (Zaitlin et al., 2007) como en Sudamérica (De Mischis, 1997). Estas
introducciones fueron debidas a la expansion de las practicas agricolas europeas y al
extenso uso de esta especie como cebo de pesca (Blakemore, 2006). Bouché (1972)

caracterizo esta especie como anécica, viviendo en galerias verticales en el suelo.

Todas las lombrices utilizadas en este estudio fueron morfolégicamente vy
anatomicamente identificadas como A. trapezoides siguiendo la clave taxonomica de
Gates (1972). En concreto, se tuvieron en cuenta la posicidn de las papilas genitales en los
segmentos 9, 10 y 11, de los tubérculos pubertarios en linea entre los segmentos 31y 33,
del clitelo en (25-26) 27-34 (35), y la esterilidad masculina (espermatecas y embudos

vacios, ambos en los segmentos 10 y 11).

En otras especies de lumbricidos, como Octolasion tyrtaeum (Muldal, 1952; Jaenicke y
Selander, 1979), las estructuras masculinas no estan reducidas y los individuos son
pseudogamicos: copulan para intercambiar espermatoforos que, sin embargo, estan
invariablemente vacios. Asi, a pesar de que los espermatozoides no son necesarios, esta
especie necesita algun tipo de estimulo mecanico o quimico para desencadenar la

reproduccion.

La degradacion polimorfica de las estructuras reproductivas, tal como se encuentra a
veces en otras especies partenogenéticas, no se ha observado en A. trapezoides. Tanto
caracteres sexuales primarios como secundarios (papilas peritecales, tubérculos
pubertarios, espermatecas, poros masculinos hinchados y vesiculas seminales) estan muy
mantenidos en esta especie. Este hecho llevd a Gates (1972) a proponer dos posibles

hipdtesis: una aparicidén reciente de la partenogénesis o una resistencia inusual a la



mutacion en estos organos. Gates (1972) también sugirid que en A. trapezoides la
pseudogamia podria haber evolucionado hacia esterilidad masculina. Hasta el momento,
no se ha realizado ningtin experimento sobre reproduccion en esta especie, por lo que
nunca se ha probado ni descartado la necesidad de estimulacion para desencadenar la

reproduccion.

Tradicionalmente, se ha prestado poca atencién al ciclo de vida de lombrices
partenogenéticas (por ejemplo, Octolasion cyaneum, Lowe y Butt, 2008; Perionyx
ceylanensis, Karmegan y Daniel, 2009). Sin embargo, especies con este tipo de
reproduccién podrian ser potencialmente mds apropiadas que las hermafroditas en la
realizacion de estudios aplicados. Como sugirieron Lowe y Butt (2007), las especies con
partenogénesis obligada deberian ser preferibles a las amfimicticas para tests
ecotoxicologicos debido a ciertas ventajas. Por ejemplo, estas lombrices se pueden

mantener aisladas, permitiendo una monitorizacion individual a largo plazo.

Los ciclos de vida estudiados en otras lombrices han sido realizados tradicionalmente
bien con individuos recolectados en el campo, bien con ejemplares cultivados en el
laboratorio. Por ello, algunos aspectos tales como la existencia de aprendizaje putativo o
acomodacion, o las diferencias entre reproduccion real y potencial se entienden de

manera muy pobre.

El interés cientifico sobre A. trapezoides ha estado tipicamente sesgado hacia su papel en
el suelo. Algunos aspectos de su ecologia como su distribucién como especie exdtica y su
efecto en las propiedades del suelo o sistemas de cultivo han sido considerados de
especial relevancia. Sin embargo, su ciclo de vida s6lo ha sido estudiado hasta el
momento durante un corto periodo de tiempo (solamente 19 semanas) bajo condiciones
de campo (dindmica de poblaciones y cambios en abundancia; McCredie et al., 1992). Es
por ello que se conoce muy poco sobre el ciclo de vida de una de las lombrices mas
abundantes en la faz de la Tierra. Este hecho impide el desarrollo de estrategias de
gestion adecuadas para optimizar su papel en el mantenimiento de las propiedades del

suelo y en la evaluacién de sus efectos potenciales en ecosistemas naturales y agricolas



en relacion a su posible uso en estudios aplicados de ecotoxiologia, vermicompostaje o

restauracion ecologica.

Asi, los objetivos de este estudio fueron la obtencién de datos basicos sobre el ciclo de
vida y reproduccion del clon mas abundante, el clon 1 de A. trapezoides, tales como (1)
produccion de capullos y neonatos, asi como sus caracteristicas morfologicas y
viabilidad; (2) tasa de crecimiento bajo condiciones dptimas en el laboratorio; (3)
posibles requerimientos para desencadenar la reproduccion; y (4) diferencias e
reproduccién entre individuos recolectados en el campo y ejemplares cultivados en el

laboratorio.

Materiales y Métodos

I. Caracteristicas de los capullos y tasa de eclosion en individuos recolectados del campo.

Individuos maduros de A. trapezoides fueron recolectados mediante excavacion y
separacion manual en una pradera en El Molar (Madrid, N 40° 44" 22.9” N; O 003° 33’
53.1”). Las lombrices se mantuvieron en dos microcosmos experimentales (entre 15y 25
lombrices por microcosmos; superficie 0,19 m?* profundidad 10 cm) con tapas
agujereadas para permitir la ventilacién. Estos microcosmos se llenaron con 2 kg de suelo
recogido en la misma localidad previamente secado y tamizado (2 mm). Se afiadio
estiércol seco de vaca en la superficie de los microcosmos (1% en peso) y se mantuvieron
en incubador cientifico a 16 °C y oscuridad. La humedad del suelo se mantuvo al 25%.
Cada 15 dias los capullos se recolectaron manualmente (n=244), fueron pesados y
medidos, y 147 de ellos se incubaron en placas de Petri (un capullo por placa) sobre papel
de filtro con agua en exceso para evitar la deshidratacidn. Se obtuvieron un total de 241
neonatos. Las placas se inspeccionaron diariamente para anotar la viabilidad y el nimero
de neonatos por capullo. El tiempo de incubacién se calculé como el tiempo transcurrido
hasta eclosion en cada caso mas 7 dias (la mitad del tiempo entre periodos de obtencion

de capullos en los microcosmos experimentales).



II. Crecimiento de individuos cultivados en el laboratorio.

Treinta y siete de los 241 neonatos (24 de eclosidn unica y 13 individuos gemelos) se
cultivaron de manera individual en microcosmos experimentales (area 0,025 m?
profundidad 5,5 cm) con 250 g de suelo seco y tamizado (2 mm), alimentados con
estiércol seco de vaca (1% en peso), al 25% de humedad y mantenido a 16 °C. Se anotaron
cada 15 dias de manera individual la tasa de supervivencia, la biomasa y la condiciéon

reproductora durante un periodo de 490 dias.

El contenido de los microcosmos se reemplazé cada 15 dias. Cuando los individuos
alcanzaron la madurez (definida por la presencia de clitelo hinchado), se recogieron los
capullos pasando dicho suelo por un tamiz de 2 mm con la ayuda de agua a presién. Las
diferencias en peso y produccion total de capullos entre neonatos de eclosion tnica y
gemelos se analizaron mediante el test t de Student, con un valor de significacion de alfa
de 0.05. Todos los andlisis se realizaron con el programa Statistica version 6.0. Los datos
se muestran como media mas/menos desviacion tipica. Como una medida de
crecimiento complementaria, se calculo6 la tasa instantdnea de crecimiento
(Instantaneous Growth Rate, IGR) para cada intervalo de 15 dias. IGR asume que el
crecimiento se realiza logisticamente en vez de linealmente (Eriksen-Hamel y Whalen,
2006). Su valor se obtiene calculando el cambio en el peso de cada individuo durante un
lapso de tiempo infinitesimal (Pertrusewicz y Macfayden, 1970). IGR se calculé mediante

la ecuacion:

IGR = In(Pf /Pi)/At

donde Pi y Pf son el peso inicial y final de la lombriz (g), y At es el intervalo de

crecimiento en dias (Brafield y Llewellyn, 1982).



Ill. Deteccion de posibles requerimientos para desencadenar la reproduccion
partenogenética.

Individuos maduros (n=40) recolectados durante distintas estaciones del afio (otofio,
invierno y primavera) en El Molar fueron estudiados anatémicamente para comprobar la
ausencia de esperma en las espermatecas. Para ello, estos érganos fueron extraidos,
colocados en un portaobjetos, cubiertos por un cubreobjetos, aplastados suavemente y
observados en microscopio luminico (400X). Una vez corroborada la esterilidad
masculina en todos los individuos analizados de esta poblacion, se recolectaron 8o
lombrices maduras del campo para preparar el experimento. Veinte de ellas se cultivaron
individualmente en microcosmos experimentales de 250 ml de capacidad (nombradas
como If, del inglés ‘individual from the field’). Sesenta lombrices se cultivaron en grupos
de tres en microcosmos experimentales de 750 ml de capacidad (nombradas como Gf;, del
inglés ‘group from the field’). Cada microcosmos se preparo y se mantuvo de la manera
descrita en el experimento 2 (ver mds arriba), exceptuando la cantidad de suelo tres
veces mayor en los microcosmos que contenian tres lombrices para mantener una
cantidad de suelo constante por lombriz. Cada 15 dias, el suelo de los microcosmos fue
reemplazado y expuesto a chorros de agua a presién sobre un tamiz de 2 mm para

recolectar los capullos. Este experimento se mantuvo durante un afio entero.

El mismo tipo de procedimiento se realizo con individuos cultivados en laboratorio
desde eclosion. Los microcosmos con un individuo aislado fueron nombrados II (del
inglés ‘individual from the laboratory’) y los que contenian tres lombrices Gl (del inglés
‘group from the laboratory’). Para analizar las diferencias, se realizé un analisis de la
varianza de medidas repetidas (Repeated measures analyses of variance, RM-ANOVA). El
test de Mauchley se empled para analizar la esfericidad de los andlisis de medidas
repetidas. Si la asuncién de esfericidad no se cumplia, se empled el ajuste de
Greenhouse-Geisser para proteger sobre error de tipo I (Keselman et al., 2001). En

cualquier caso, el nivel de significacion se establecié al 5%.



Resultados

I. Caracteristicas de los capullos y tasa de eclosion en individuos recolectados del campo.

De cada capullo de A. trapezoides eclosionaron entre 1y 4 neonatos; la tasa de eclosion
fue del 87% del total de capullos incubados. De éstos, del 59% eclosionaron neonatos
unicos y del 38% gemelos. Solamente de 3 capullos (2%) eclosionaron trillizos y de 2
cuatrillizos (1%). La biomasa media fue 0,014+0,006 g, variando desde 0,001 g (en
cuatrillizos) hasta 0,0327 g (en neonatos unicos)(n=241). La media de neonatos por
capullo fue de 1,67+0,59. En el 2% de los capullos se observaron neonatos gemelos
anormales unidos por la cabeza o la cola. Durante las dos primeras semanas de vida, la
tasa de mortalidad fue de 4.9% en los gemelos y de 1,69 en los neonatos tnicos. Al mes
de la eclosion, la tasa de supervivencia fue similar en ambos tipos de neonatos (94,6%).
Los capullos se caracterizaron por un peso medio de 0,033+0,008 g y un tamafio de
5,7+0,8 mm de largo por 3,3t0,4 mm de ancho. El tiempo medio de incubacion de los

capullos fue de 41,9+9,6 dias.

II. Crecimiento de lombrices cultivadas en el laboratorio.

La tasa de supervivencia durante todo el periodo experimental (490 dias) fue del 100%. El
crecimiento de A. trapezoides sigui6é una curva sigmoidea (Fig. 1), con una fase inicial de
crecimiento lento durante los primeros 60 dias (media de peso de 0,101+0,026 g), seguida
de una fase exponencial alcanzada a los 285 dias (media de peso de 2,745+0,566 g), y una
ultima fase de crecimiento estacionario a partir del dia 345, con un peso medio de
3,307+0,695 g. La longitud de las fases de crecimiento se determind calculando los
puntos donde las asintotas superior e inferior cruzan la linea tangente al punto de
inflexion. La madurez sexual se alcanzé entre los dias 142 y 165 tanto para neonatos
Unicos como para gemelos, con un peso medio de 1,005+0,172 g. La produccién de
capullos se empezd a medir tan pronto como las lombrices alcanzaron la madurez
sexual; la tasa media de reproduccion fue de 4,06+1,26 capullos por lombriz cada dos
semanas (es decir, aproximadamanete 105 capullos por lombriz y por afio). Durante el
experimento, dos de los individuos fueron encontrados esporadicamente inactivos y

enrollados en camaras de estivacion esféricas.
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Fig. 1. Curva de crecimiento de A. trapezoides cultivada en el laboratorio a 16°C (n=37). Se indican
las fases de crecimiento lento inicial, exponencial y estacionario.

Las diferencias en peso medio individual entre neonatos tinicos y gemelos solamente
fueron significativas durante las mediciones en los dias 1 y 15, teniendo los neonatos
unicos un peso mayor (t de Student; t=3,48; df=36, P<o,01; t=3,51, df=36, P<o.01,
respectivamente). No se observaron diferencias significativas entre los dos tipos de
neonatos durante el resto del experimento ni en el peso medio (t de Student; t=0,23,

df=64, P=0,82), ni en la tasa de reproduccién media (t de Student; t=1,01, df=36, P=0,317).

Los valores de IGR siguieron un patrén logaritmico, mostrando las mismas fases que las
previamente observadas en el patrén de crecimiento (Fig. 2). Durante la fase
exponencial, se alcanz¢ el valor minimo de IGR (dia 150), que coincidia con el periodo en
el que los individuos alcanzaron la madurez sexual. Después del dia 330, los valores de

IGR fueron proximos a cero.
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Fig. 2. Tasas instantaneas de crecimiento en A. trapezoides a 16°C (n = 37). La linea de tendencia se
representa como una linea discontinua. Se indican las fases de crecimiento lento inicial,
exponencial y estacionario.

III. Deteccién de posibles requerimientos para desencadenar la reproduccién

partenogenética.

Todos los individuos de A. trapezoides mantenidos en aislamiento (de ambos origenes:
campo o laboratorio) produjeron capullos durante todo el experimento. Todos los
individuos recolectados en el campo se disecaron para testar la esterilidad masculina, por
lo tanto se descarta la reproduccion pseudogdmica y se prueba la reproducciéon
partenogenética ‘pura’ en esta poblacion. Sin embargo, la produccion de capullos fue

diferente en los cuatro tipos de microcosmos, como se discute mas abajo.

La tasa media de produccién de capullos por lombrices cada 15 dias se comparo en los
distintos microcosmos (If, Gf, Il y Gl). Dicha tasa fue de 1,60+0,83 capullos por lombriz
cada 15 dias en If] 1,31+0,47 en Gf, 4,16+1,49 en Il y 2,44+1,71 en Gl. El RM-ANOVA no
mostré diferencias significativas entre las tasas de If y Gf. Sin embargo, fue

significativamente mayor en Il que en Gl, en Il en comparacion con If, y en Gl comparado



con Gf. Las lombrices cultivadas en aislamiento (If y II) mostraron tasas
significativamente mayores que aquellas cultivadas en grupos de tres (Gf y GI).
Asimismo, la tasa de individuos criados en el laboratorio (Il y GI) fue mayor que la de

individuos recolectados en el campo (If y Gf) (Tabla 1).

Se observo procesos de estivacion en un porcentaje variable de individuos recolectados
en el campo durante todo el experimento en ambos tipos de microcosmos (If y Gf),
generalmente después del periodo de verano. El porcentaje de individuos en estivacion
variod entre el 5y el 25% de los individuos clitelados totales en cada tipo de microcosmos.
Como este porcentaje fue similar en ambos tipos de microcosmos, se comparo6 la tasa
media de produccion de capullos en periodos de estivacion, pero no se observaron
diferencias significativas (F(1,19)=1,46, P=0239). Este fendmeno solo se observé dos veces

durante todo el experimento en individuos criados en el laboratorio.

Discusion

A. trapezoides parece ser una especie altamente adecuada para cultivos en el laboratorio
gracias a su alta tasa de supervivencia tanto en adultos como en neonatos y la alta
viabilidad de sus capullos. Teniendo en cuenta que cada lombriz puede producir
potencialmente mds de 150 neonatos vivos por afo, esta especie es también muy
apropiada para experimentos de laboratorio. Por todo ello, el empleo de esta especie
puede ser altamente recomendado en estudios aplicados, tales como restauracion
ecoldgica de taludes de carretera (Trigo, datos no publicados), agricultura ecoldgica o
tests ecotoxicoldgicos, como ya sugirieron Lowe y Butt (2007) para otras especies

partenogenéticas.

Tanto la tasa de produccion de capullos como el nimero de neonatos por capullo varia
mucho entre especies de lombrices. La tasa observada en A. trapezoides (105 capullos por
lombriz y por afio) es mucho mayor que la de otras lombrices anécicas o endogeas, como
Octodrilus complanatus (52 capullos por lombriz y por afio; Monroy et al., 2007), o

Lumbricus terrestris (38 capullos por lombriz por afio; Butt, 1993). Esta tasa sitia a A.



trapezoides mas proxima a especies epigeas tales como Eisenia fetida (70 capullos

durante sus 27 semanas de vida; Hartenstein et al., 1979).

Los resultados de este estudio de laboratorio pueden compararse con los obtenidos por
McCredie et al. (1992), quienes estudiaron la dindmica poblacional de A. trapezoides en
el campo en Australia. Los valores de algunos pardmetros como el numero de neonatos
por capullo, el tiempo de incubacion y el peso al alcanzar la madurez son similares en
ambos estudios. Sin embargo, debido a la corta duracion del experimento de campo de
estos autores (19 semanas) no se mencionan otros parametros importantes que se han
tenido en cuenta en este experimento y que afiaden informacién adicional para una

imagen completa del ciclo de vida de esta importante especie.

Al contrario que los resultados obtenidos por Lowe y Butt (2008) para Octolasion
cyaneum, la tasa de crecimiento y la fecundidad de A. trapezoides no estuvieron
influenciadas por el estado individual de neonato unico o gemelo, aunque los neonatos
Unicos tuvieron al eclosionar un peso medio casi el doble al de los gemelos. Después de
los primeros 15 dias, el peso medio no fue significativamente distinto en ambos tipos de
neonatos, pero la tasa de mortalidad fue mayor en gemelos durante este periodo inicial.
Lowe y Butt (2008) sugirieron que era mas probable que algunos de los gemelos
sobrevivan bajo condiciones ambientales adversas, simplemente al estar su ntimero
duplicado. Asi, la formacion de gemelos significaria una ventaja en el incremento de una
poblacion durante un evento de colonizacién de nuevas dreas, de tal manera que el
mayor numero de neonatos tendria mas peso que el peso de cada uno. Sin embargo, en
A. trapezoides las cosas parecen ocurrir de manera diferente: el estatus de neonato
unico/gemelo no parece tener ninguna influencia en el peso y, por tanto, el tamafio
individual a largo plazo, pero si en la tasa de mortalidad durante los 15 primeros dias de
vida. Asi, parece existir un compromiso entre el niumero de neonatos por capullo y la
mortalidad inicial de los mismos. En cualquier caso el nimero de ejemplares que sobre
viven es mayor en gemelos, por lo que esta estrategia estd siendo seleccionada como mads

adaptativa, y por eso hay mas eclosiones dobles que simples.



En individuos recolectados en el campo, la tasa media de producciéon de capullos fue
similar en lombrices aisladas y en grupos de tres. Por tanto, la presencia de otros
individuos en el mismo microcosmos no tuvo ni un efecto positivo ni negativo en la
reproduccién. Sin embargo, dicha tasa fue mayor en individuos criados en laboratorio
cultivados aislados que en grupos de tres. La densidad de lombrices influye el
crecimiento, el peso y la fecundidad de los adultos (Edwards y Bohlen, 1996). Por
ejemplo, la tasa de reproduccion en L. terrestris se redujo a altas densidades de cultivo
(15-25 g de lombriz en 2 kg de suelo; Lowe y Butt, 2005). En el presente estudio, se
sugiere que la densidad utilizada (4 a 6 g de lombriz en 750 g de suelo) podria
considerarse una alta densidad para A. trapezoides, produciendo un efecto negativo en la
produccion potencial de capullos (medida en individuos criados en el laboratorio). La
inactividad periodica (estivacidén) observada en las lombrices recolectadas en el campo
podria ser una posible causa de que este efecto no haya sido observado en lombrices

recolectadas en el campo, al ser menor la perturbacion fisica en el suelo.

Todos los individuos de A. trapezoides cultivados en aislamiento produjeron capullos
viables durante todo el experimento, descartando la pseudogamia y la necesidad de
estimulos fisico-quimicos para desencadenar la reproduccion en este especie. La
producciéon de capullos fue mayor en individuos aislados que en aquellos cultivados en
grupos de tres. Como algunos de los individuos recolectados en el campo entraron en
estivacion en varias ocasiones durante el experimento, se desconoce su capacidad
reproductiva total. Sin embargo, los individuos criados en el laboratorio mostraron su
capacidad reproductiva potencial, ya que so6lo dos entraron en estivacion en algun
momento. Merece la pena mencionar que la produccién de capullos se midié durante el
primer afio de vida en los individuos criados en el laboratorio, pero se desconoce la edad
de los ejemplares recolectados en el campo. Se ha visto que la tasa de reproduccién es
dependiente de la edad en algunos invertebrados, pero pocos ejemplos pueden
encontrarse en la literatura (por ejemplo, en la cercaria Transversotrema patialense;
Mills, 2002). Seria interesante analizar si la produccién de capullos varia con la edad en

A. trapezoides.
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Resumen

Aporrectodea trapezoides es una lombriz con una amplia distribucion que presenta
formas partenogenéticas, pseudogamicas y sexuales. Se muestrearon individuos de tres
poblaciones con distinto tipo de reproduccion: una poblacion sexual (ROB), una
partenogenética (MOL) y otra poblacion (SHB) con individuos que mostraban
espermatecas llenas de esperma (indicando copula) pero embudos masculinos vacios
(indicando produccién inhibida de esperma). El andlisis ultraestructural de las
espermatecas de las tres poblaciones mostré presencia de esperma funcional en ROB,
ausencia de esperma en MOL, y presencia de esperma en SHB con evidencia morfoldgica
de degradacion. La espermiogénesis resultd completa y normal en ROB pero aberrante
en MOL y SHB, que contenian un nimero menor de células germinales en las vesiculas
seminales y mostraban una maduracion incompleta de los espermatozoides. SHB y MOL
también contenian una cantidad significativamente mayor de gotas lipidicas que ROB
tanto en las espermatecas como en las vesiculas seminales, indicando que los
mecanismos involucrados en la nutricion del esperma no han sido alterados en las

formas no sexuales.



Abstract

Aporrectodea trapezoides is a widely distributed earthworm, consisting of sexual,
pseudogamic and parthenogenetic forms. We sampled individuals from three differently
reproducing populations: one sexual population (ROB), one parthenogenetic population
(MOL), and another population (SHB) where specimens had filled spermathecae
(indicating copulation) but empty male funnels (indicating inhibited sperm production).
Ultrastructure of spermathecae showed a high number of functional spermatozoa in
ROB, no presence of any sperm in MOL, but presence of sperm in SHB, however, with
morphological evidence for active degradation. Spermiogenesis was complete in ROB,
but aberrant in MOL and SHB, which had less germ cells in the seminal vesicles and
incomplete maturation of spermatozoa. SHB and MOL also showed a significantly higher
amount of lipid droplets than ROB in spermathecae epithelium and seminal vesicles,

indicating that the mechanisms involved in nurturing the sperm have not been altered.



Introduccion

Entre los lumbricidos, las formas partenogenéticas no solamente son muy comunes, sino
que ademas muestran variedad en cuanto al modelo de partenogénesis: algunas formas
son pseudogamicas (Omodeo, 1952; Suomalainen et al., 1987), mientras que otras son
puramente partenogenéticas (Omodeo, 1952; Fernandez et al., 2010). Esta variedad puede
ocurrir incluso a nivel intraespecifico, y sugiere a priori un mecanismo de transicién
sexo-partenogénesis muy labil, pareciendo indicar ademas diferentes origenes de la

reproduccién uniparental en este grupo de oligoquetos.

Aporrectodea trapezoides presenta distintos modos de reproduccion. En el capitulo 6 se
probo que el clon mas abundante de esta especie se reproduce partenogenéticamente,
descartando la posibilidad de produccién temporal de esperma. Omodeo (1951)
descubrié una poblacion pseudogamica en Italia, cerca de Napoles, con indicios tanto de
copula (espermatecas llenas de esperma) como de produccién de esperma. Por otra
parte, en los capitulos 4 y 5 de esta tesis se habla de formas sexuales de A. trapezoides.
Ademds, durante el estudio filogeografico de esta especie (capitulo 2) se encontré una
poblacién en Saint Hilaire-du-Bois (Francia) con espermatecas llenas (por lo tanto, capaz
de copular) pero con embudos masculinos vacios (es decir, sin indicios de produccion de
esperma) que podria ser a priori una forma intermedia entre reproduccion sexual y
partenogenética. Por tanto, A. trapezoides es un sistema modelo muy adecuado para
estudiar la transicion de sexo a partenogénesis y sus consecuencias a diferentes niveles,
ya que muestra no sélo formas sexuales y partenogenéticas conespecificas, sino también

formas intermedias.

Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio es investigar las diferencias
morfoldgicas en la produccion de esperma (vesiculas seminales) y la presencia de
esperma en las espermatecas indicando cdpula de los individuos en tres poblaciones de
A. trapezoides en un gradiente sexo-partenogénesis. Para ello, se investigo en detalle i) la
ultraestructura de las espermatecas en una poblacion en la que las lombrices copulan
pero no producen esperma para analizar la presencia y caracteristicas del esperma

contenido en ellas; y ii) la ultraestructura de las vesiculas seminales en la poblacion



anteriormente mencionada, en una poblaciéon sexual y en otra poblacion totalmente
partenogenética para analizar la maduracion y funcionalidad de la produccién de

esperma.

Materiales y Métodos

I. Recolecciéon de lombrices

En Marzo de 2010, se recolectaron especimenes de Aporrectodea trapezoides totalmente
clitelados mediante la técnica de excavacion y separacion manual en tres localidades
diferentes: (Fig. 1): El Molar (MOL, forma partenogenética; provincia de Madrid;
comunidad autéonoma de Madrid, Espafia) (2 individuos), Saint Hilaire-du-Bois (SHB,
forma con espermatecas llenas y embudos masculinos vacios, region de Aquitania,
departamento de Gironda, Francia) (6 individuos) y Robledillo (ROB, forma sexual con
dos pares de papilas en posicion 1 y 12, asignable a N. tetramammalis segun su
descripcion original; provincia de Toledo, comunidad auténoma de Castilla- La Mancha,

Espaiia) (3 individuos).

I1. Microscopia luminica y electrénica de transmisién

Los especimenes se fijaron hasta su muerte en fijador de Karnovsky (2,5% de
glutaraldehido y 2% de paraformaldehido) diluido en tamp6n HEPES 0,05 M y a pH 7,56
con un 4% de sacarosa y 0,00 mM de MgSO,, enfriado previamente en hielo. El fijador se
prepar6 utilizando paraformaldehido despolimerizado (Fluka, Buchs, Suiza) y
grutaraldehido al 25% (Science Services, Munich, Alemania). Tras su muerte, las
lombrices se mantuvieron sumergidas en el mismo fijador y fueron disecadas; las

vesiculas seminales y espermatecas fueron extraidas para su procesado; se mantuvieron
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Fig. 1. Localizacion geografica de las poblaciones estudiadas. Se indican las coordenadas GPS en
cada caso.

2 h mas en el fijador anteriormente mencionado en condiciones de vacio. Durante la
diseccidn, se presto atencion a la iridiscencia de los embudos masculinos, signo de

produccién de esperma, siendo iridiscentes en ROB pero no iridiscentes en SHB y MOL.
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Los siguientes pasos se realizaron a 0°C. Los 6rganos se lavaron tres veces (10 minutos
cada vez) en tampon HEPES o,05 M (pH 7.56) y postfijados primero en tetroxido de
osmio al 1% diluido en tampdén HEPES 0,05 M (pH 7.56) durante una hora. Después de
otros tres lavados de 10 minutos cada uno con el mismo tampdén y las mismas
condiciones de concentracidon y pH, las muestras fueron deshidratadas en un gradiente
etanol-acetona como se indica a continuacion: etanol 30% y 50% durante 10 minutos,
acetato de uranilo diluido en etanol al 70% durante toda la noche, etanol 70% durante 10
minutos (dos lavados) , etanol 80%, 90%, 95% y 100% durante 10 minutos (tres lavados
con cada uno), y finalmente acetona 100% durante 30 minutos (dos lavados) a
temperatura ambiente. Después de la deshidratacion, las muestras fueron infiltradas
gradualmente en una mezcla acetona-resina 3:1 y 1:1 durante 9o minutos cada vez en
viales abiertos colocados en una plataforma rotatoria a 180 rpm durante toda la noche y a
temperatura ambiente. Finalmente, fueron incluidas en resina epoxy (Araldite CY212
Premix Kit, Plano Gmbh Wetzlar, Alemania). La polimerizacion se llevo a cabo en una

estufa a 60° durante 72 h.

Se obtuvieron secciones semifinas (0,5 pm) y ultrafinas (so nm) cortadas con un
microtomo Reichert Ultracut (Leica-Jung, Vienna, Austria) y cuchillas de diamante
(Diatome 45°, Biel, Suiza). Las secciones semifinas se tifieron con azul de Stevenel y se
observaron en un microscopio luminico Zeiss Axioplan. Las fotografias se procesaron con
el programa AxioVision 4.0 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania). Las secciones ultrafinas
para microscopia electronica de transmision (TEM) se postifieron con acetato de uranilo
diluido en etanol al 50% durante 20 minutos, seguido de citrato de plomo durante 12
minutos. Se emplearon un microscopio electrénico Siemens Elmiskop 1A (Siemens,

Alemania) y un FEI Tecnai 10 (FEI, Holanda) a 8o kV.

Para calcular la cantidad relativa de gotas lipidicas encontradas tanto en las
espermatecas como en las vesiculas seminales (medida como la superficie ocupada en las
fotografias) se tomaron al azar 10 fotos (1750X) en 1 mm®* por rejilla en 5 rejillas por
individuo para que el muestreo fuera hecho en las tres dimensiones y para comprobar
que la distribucion de las gotas era homogénea. El programa ImageJ 1.43 se utilizé para
realizar estas mediciones. Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa

Statistica 6.0.



Resultados

I. Espermatecas

Las espermatecas de las tres poblaciones resultaron tener una estructura y
ultraestructura completamente diferente. Tanto en la poblacion sexual (ROB) como en la
partenogenética (MOL), el limen ocupaba una gran parte del volumen (Fig. 2a y Fig. 3a),
y estaba rodeado de un fino epitelio formado por células elongadas y cilindricas con
numerosas microvellosidades, rodeadas por una cdpsula de tejido conectivo. El tejido
alrededor del limen parecia homogéneo en microscopio luminico, siendo la tnica
diferencia un tefliido aparentemente menos intenso y una diferenciacion citoplasmica
mayor en ROB que en MOL. En ROB, el lumen estaba ocupado por una masa densa de
esperma maduro embebido en una sustancia fibrosa, mientras que en MOL estaba
totalmente vacio. En la poblacion con espermatecas llenas pero embudos vacios (SHB)
(Fig. 4a), el lumen estaba muy reducido debido a que el epitelio de la espermateca era
mucho mas grueso que en las otras muestras. Las células epiteliales eran
aproximadamente el doble de anchas y varias veces mds largas que en las otras
poblaciones y mostraban signos conspicuos de diferenciacion citopldsmica, con una
parte basal vacuolar menos tefiida y una porciéon apical mas oscura. El contenido del
limen también era diferente respecto a las muestras anteriores, con esperma disperso y

una tincion general menos densa.

En cuanto a la ultraestructura, habia también claras diferencias. En ROB, los

espermatozoides estaban densamente empaquetados (Fig. 2c). Su estructura era similar



Fig. 2. a. Seccion semifina de la espermateca en la poblacion sexual (Robledillo, ROB). Se observa
el lamen lleno de esperma. b-c. Secciones ultrafinas en las que se muestra el contenido del lamen.
b. Detalle del espermatozoide maduro. AT Tubo acrosomal. PAV Vesicula acrosomal primaria.
SAV Vesicula acrosomal secundaria. C Capitulum. AR Varilla axial. L Limen. M Pieza media en la
que las seis mitocondrias se disponen alrededor de un eje central. N Nucleo. ST Tubo secundario.
DC Centriolo distal. S Sustancias de secrecion que forman la matriz del limen.
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Fig. 3. a. Seccion semifina de la espermateca de la poblacion partenogenética (El Molar, MOL). El
epitelio es fino y el limen estd totalmente vacio. b.-c. Secciones ultrafinas que muestran el
epitelio. b. Detalle de las microvellosidades (MV). c. Detalle de las gotas lipidicas.

a la observada en otras especies de lumbricidos: el acrosoma implantado en la punta del
nucleo elongado y condensado, las mitocondrias de la pieza media del espermatozoide
(el llamado ‘nebenkern’) cerca del extremo distal del ntcleo, el complejo centriolar y el

flagelo, constituido por el axonema con citoplasma alrededor y la membrana axonémica



Fig. 4. a. Seccién semifina de la espermateca en la poblacion Saint-Hilaire-du-bois (SHB). El
epitelio esta muy engrosado y el limen se encuentra muy reducido. b. Seccién ultrafina
mostrando el contenido del limen. La matriz contiene desechos celulares (CD) y esperma
maduro (MS) en proceso de degradacidn. c. Epitelio de la espermateca. Degradacion activa del
espermatozoide maduro. c.1y c.3. Detalle de fagocitosis en un espermatozoide maduro. M Pieza
central en la que las seis mitocondrias se disponen alrededor del eje central; la apariencia anormal
de la membrana de la mitocondria denota degradacidn. SF Flagelo del espermatozoide. N. Ntcleo
del espermatozoide. LD Gotas lipidicas.

(Fig. 2b, c¢). Se encontraron gotas lipidicas de pequefio tamafio homogéneamente
distribuidas en la pared de la espermateca (una media del 1.5% de la superficie total del

tejido). En SHB, el contenido del lamen contenia esperma degradado y restos celulares



(Fig. 4b). El epitelio mostraba numerosos espermatozoides aparentemente fagocitados
de manera individual o en grupos, y siendo degradados dentro de vesiculas endociticas
en el epitelio citoplasmico (Fig. 4c). La presencia de gotas lipidicas de distinto tamario
(una media de 4.9% de la superficie de tejido total) era comun en el citoplasma epitelial.
En MOL, ni espermatozoides ni restos celulares se observaron en el lumen (Fig. 3a, b).
Ademas, la cantidad de gotas lipidicas en el tejido era mayor que en las otras muestras
(una media de 6.4% de la superficie de tejido total) (ANOVA, F,.=4,454; P<0,05), pero
solo significativamente mayor que en la poblacion sexual (t de Student; t= -11,339;
P<o0,05). SHB y ROB también difirieron significativamente en la cantidad de gotas

lipidicas (ts)=-9,997; P<0,05).

II. Vesiculas seminales

En las vesiculas seminales, las espermatogonias llegan desde los testiculos para sufrir el
proceso de espermiogénesis, pasando por los estadios de espermatocito primario y
secundario y desarrollaindose en espermdtidas que finalmente se convierten en
espermatozoides maduros. Todos estos estadios de maduracion se observaron en la
poblacién sexual (Fig. 5), mientras que en SHB y MOL no se encontraron
espermatozoides maduros. El ntmero de células germinales observadas fue
significativamente diferente en las tres poblaciones, mucho menos abundantes en MOL y
SHB que en ROB (ANOVA, F,.=5.874; P=0.037 ). En MOL y SHB, se observaron células
germinales en el estadio de espermatocito de distinto grado (Fig. 6 and 7). El estadio de
maduracion mas avanzado que se observo fue el de espermatida. Tanto en MOL como en
SHB, se observaron diferencias morfoldgicas en las células germinales respecto a las
células en ROB, como forma irregular en el nucleo de espermatidas (Fig. 6b) en vez de
forma redondeada, y presencia de menos organulos. Otra diferencia principal fue la
superficie ocupada por gotas lipidicas (una media de 1,2%, 5,7% and 6,7% de la superficie

total en ROB, SHB y MOL, respectivamente). El tamafio de las gotas lipidicas resulto ser



Fig. 5. a-f. Vesiculas seminales en la poblacién sexual (ROB). a-b. Espermdtida temprana en
morula. CY Citoforo. c. Espermatida unida al citéforo. Se observan las mitocondrias migrando a
través de la zonula collaris (Z). d. Detalle de espermdtida madura separdndose de la morula.
e. Seccion transversal del espermatozoide maduro a nivel del nucleo (N). f. Seccién longitudinal
del espermatozoide maduro.



Fig. 6. a-d. Vesiculas seminales en la poblacién de Saint-Hilarie-du-Bois (SHB). a. Espermatogonia
en interfase unida al citoforo (CY). LP Gotas lipidicas. b. Espermdtidas en mérula. c. Detalle del
espermatocito primario unido al citéforo a través de la zonula collaris (Z). d. Detalle de gotas
lipidicas.

altamente variable (de menos de un micrometro a mas de 5 um). La forma en las gotas
mads pequerfias era redonda, y en las grandes ovalada. Al igual que ocurria en el epitelio
de la espermateca, la cantidad de gotas lipidicas en el tejido de las vesiculas seminales
fue similar en MOL y SHB (t-test(s)= -1,500; P=0,1720), y significativamente mayor que en
ROB (ANOVA, F(,,)=4,884; P=0,028 ). En MOL y SHB, la mayor parte de las mitocondrias
encontradas en el citoplasma se encontraban préximas a las gotas lipidicas (Fig. 7¢), y sus

crestas eran muy densas a los electrones.



Fig. 7. a-c. Vesiculas seminales en la poblacién partenogenética (MOL). a. Espermatogonia en
interfase unida al citéforo (CY) a través de la zonula collaris (Z). M Mitocondria, N Ntcleo. b.
Ejemplo de espermatida temprana (SP) cercana a gotas lipidicas (LD). c. Detalle de zona rica en
mitocondrias (M) cercanas a gotas lipidicas (LD).

Discusion

El objetivo principal de este trabajo es realizar una aproximacion morfoldgica para
analizar las diferencias entre varias poblaciones de la misma especie: una poblaciéon
sexual, una partenogenética y una tercera en la que los individuos muestran signos de

copula pero no produccion espermatica.

Aunque no es objetivo de este trabajo el estudio en profundidad de la espermiogénesis
en A. trapezoides, se obtuvieron datos suficientes para sugerir que la espermiogénesis en
la poblacion sexual (ROB) es similar a la descrita en otros lumbricidos (Jamieson, 1981).
Los distintos estadios de la espermatogénesis, primero esféricos y después elongados, se
desarrollan alrededor de wun citéforo anucleado del cual se separan como
espermatozoides maduros al final del proceso. Al final del proceso de maduracién de las
espermadtidas, sélo 6 mitocondrias migran a la region de la pieza media (lo que se conoce
como ‘nebenkern’); antes de ello sufren una profunda modificacién en su forma y

distribucion intracelular. Asi, las mitocondrias se alargan y sus crestas se vuelven



irregulares. Este detalle, mostrado en este estudio (Fig. 5¢, 7¢), no es frecuentemente
descrito en la bibliografia de oligoquetos sobre el tema. El espermatozoide maduro
también muestra las mismas caracteristicas morfoldgicas que otros lumbricidos
(complejo axonémico, nucleo, capitulum, pieza media y flagelo) (Rolando et al., 2007;

Anderson et al., 1967; Jamieson et al., 1981).

La presencia de espermatogonias, espermatocitos y espermdtidas en las vesiculas
seminales de las poblaciones uniparentales (MOL y SHB) conllevan la produccién de
células germinales masculinas en los testiculos. Por qué los testiculos siguen
produciéndolas sigue siendo un misterio. Los resultados de este estudio corresponden a
las observaciones de Omodeo (1952) para esta misma especie, quien observd que en
algunas poblaciones casi todas las células germinales degeneraban antes de alcanzar las
vesiculas seminales, mientras que en otras estas células maduraban hasta el estadio de
espermatida, que posteriormente eran fagocitadas. En MOL y SHB, las células germinales
masculinas sufren un proceso de maduracion aberrante tal como estableci6 Omodeo
(1951 a,b) para las formas partenogenéticas de A. trapezoides, aunque no se describe un
patron de degradacion, simplemente se menciona la acumulacion de estructuras
aberrantes durante el proceso de maduracion. El estadio de maduracién mas avanzado
en estas poblaciones fue el de espermatidas en mdrula, que no llegan nunca a alcanzar el
estadio de espermatozoide inmaduro. Sin embargo, la presencia de esperma en las
espermatecas en SHB abre la interesante pregunta de quién es el posible donante. Como
se menciono en la introduccién, Omodeo (1952) encontré una poblacion pseudogamica
en Italia en la que se describe una espermiogénesis aberrante, pero fueron observados
unos pocos espermatozoides. De acuerdo con esto, parece plausible que individuos de
ambas condiciones coexistan y copulen. Por otra parte, también puede se puede
establecer la hipdtesis de que el donante sea un individuo de una especie proxima del
‘complejo caliginosa’ (Gates, 1972; Pérez Losada et al., 2009), dentro del cual se incluye A.
trapezoides. Es llamativo que tanto los caracteres sexuales primarios como secundarios
(por ejemplo, tubérculos pubertarios y papilas) son muy conspicuos en las formas
partenogenéticas aunque la copula es tedricamente no necesaria, sugiriendo o bien que
estos drganos son mads resistentes a la mutacién o bien que la esterilidad masculina
aparecio recientemente en un tiempo evolutivo. Los resultados de los estudios

filogenéticos y filogeograficos de capitulos anteriores parecen apoyar este ultimo punto.



En lumbricidos, pseudogamia y partenogénesis parecen estar relacionadas con
poliploidia (Omodeo, 1951b, 1953a, 1953b). En A. trapezoides, se han encontrado formas
triploides y tetraploides (Omodeo, 1952, 1955; Casellato, 1987; Cobolli-Sbordoni et al.,
1987), siendo la forma triploide la dominante, mientras que sélo se encontraron
individuos tetraploides en dos poblaciones. Omodeo (19513, 1952, 1955) describié una
espermiogénesis abortiva en ambas formas que era debida a una ineficiencia en el
mecanismo mitotico. A pesar de ello, un porcentaje minimo de células germinales
produjeron esperma maduro de manera exitosa en la forma tetraploide (Omodeo, 1955).
El autor también describe en esta forma la penetracion del espermatozoide en el 6vulo y
la expulsion de dos polocitos. En SHB, sin embargo, la espermiogénesis fue
aparentemente completamente abortiva y se observaron evidencias de degradacion y
digestion en el esperma acumulado en las espermatecas, por lo que no parece posible
que esta poblacion sea pseudogamica, ya que si no el esperma deberia ser almacenado en
la espermateca en buenas condiciones al ser necesario para fertilizar al évulo. Sin
embargo, se necesitan evidencias citoldgicas para evaluar si esta poblacion es
pseudogdmica o los individuos simplemente copularon accidentalmente. Tampoco
queda resuelto si el esperma encontrado en la espermateca viene de la misma especie o
poblacion (en este caso, algunos individuos producirian esperma mientras que otros no)
o de otra distinta. La forma triploide estudiada por Omodeo (1951 a, 1952, 1955) resultd
ser partenogenética. Por el momento, no existen datos sobre el nivel de ploidia de los
individuos empleados en este estudio; futuras investigaciones sacardn a la luz la
correspondencia entre el nivel de ploidia y el modo de reproduccion en estas

poblaciones.

En otros animales, como en las salamandras, se ha observado la presencia de gotas
lipidicas en las espermatecas, cumpliendo la funcién de fuente enddégena de energia
(Zalisko y Larsen, 1990) y estando normalmente asociadas con las mitocondrias y el
reticulo endoplasmatico, lo que sugiere su papel en la produccion endogena de energia
(Sever, 1993). En A. trapezoides, las diferencias observadas en la cantidad de gotas
lipidicas, significativamente mayor en SHB y MOL que en ROB, sugiere que en estas
poblaciones el aporte de recursos nutritivos continta funcionando, pero el resultado es

su acumulacion, posiblemente porque esta energia no es necesaria para alimentar al



esperma maduro en las espermatecas, ni para producirlo en las vesiculas seminales. Este
hecho sugiere que a pesar de que el modo de reproduccién en estas poblaciones sea
partenogénesis o un modo intermedio hacia este estado, los mecanismos implicados en
la nutricion del esperma no han sido alterados y/o suprimidos. Asi, a pesar de la falta de
esperma, las vesiculas seminales seguirian reteniendo su organizaciéon funcional, lo que
podria ser un signo de partenogénesis reciente. Esta abundante fuente de energia no
utilizada podria explicar la alta carga parasitica normalmente observada en las vesiculas

seminales de esta especie (Diaz Cosin y Fernandez, observacion personal).






Conclusiones y futuras lineas/Conclusions



A lo largo de esta tesis se ha realizado una aproximacion al conocimiento de la biologia
evolutiva y reproductiva de A. trapezoides, poniendo énfasis en la reproduccion
partenogenética de esta especie. Es poco lo que se conoce sobre el origen y/o
mantenimiento de este tipo de reproduccion en lombrices de tierra, y los resultados
obtenidos en esta tesis, aunque basicos, pueden ser un excelente punto de partida para
estudios evolutivos mds profundos y ambiciosos. Las localidades muestreadas en el
capitulo 5 de esta tesis seran uno de los puntos de partida: contamos actualmente con un
numero grandisimo de individuos recolectados en localidades donde coexisten formas

presumiblemente sexuales y partenogenéticas.

El primer paso a seguir serd conseguir evidencias directas sobre la certeza o no de la
asuncion de que los individuos maduros con espermatecas vacias son partenogenéticos y
los de espermatecas llenas son sexuales, lo que abordaremos inmediatamente realizando
cultivos en laboratorio. A continuacion, y siempre que nuestra asuncidn sea cierta, se
secuenciardn un mayor namero de genes en muchos mas individuos, y se desarrollaran
marcadores microsatélites que nos permitiran estudiar en profundidad las relaciones de
parentesco entre lombrices sexuales y asexuales, asi como la heterocigosis en los
individuos partenogenéticos, que puede ser una fuente de informacion sobre el posible
origen de la partenogénesis. Ademas, se haran pruebas para desechar otros origenes poco
probables de este tipo de reproduccién uniparental, como el origen infeccioso. Se
intentard realizar ademds una datacién mds precisa de ambos linajes encontrados
recolectando por un lado individuos de Cércega y Catalufia/sur de Francia (datacion del
linaje A) y por otro lombrices norteafricanas y del sur de Espafa (linaje B), utilizando
como punto de calibracion la separacion de la placa norteafricana de la ibérica. De esta
manera se pretende datar tanto la diversificacion como el origen mas antiguo de la

partenogénesis en ambos linajes, asi como la aparicion del clon 1.

Cabe mencionar en este punto que durante 9 meses de este periodo de realizacion de la
tesis doctoral se intent6o amplificar distintos genes de copia tinica para comprobar si el
origen de las formas partenogenéticas de alguno o de los dos linajes era por hibridacion,
tal como parecia sugerir que cada linaje estuviera emparentado con especies sexuales
distintas. Estos experimentos se realizaron en los laboratorios de la Universidad

Eberhard-Karls de Alemania en colaboracion con el Dr. Michael Heethoff. Se intentaron



amplificar hasta 5 genes de copia tnica distintos (Factor de elongacion 1-alfa, TBP -
TATA-binding protein, hsp 82 - heat-shock protein 82, POLII -subunidad grande de la
RNA polimerasa II, factor de elongacion II -EF2) empleando cebadores de otros grupos
animales (por ejemplo, dcaros y rotiferos), ya que por el momento este tipo de genes no
se han amplificado en lombrices de tierra. Lamentablemente, los resultados no fueron
buenos, ya que los cebadores no amplificaban en la mayor parte de las muestras. Por otra
parte, se detecto la presencia de grandes intrones en los genes elegidos, lo que dificulté
el disefio de primers especificos. Fue un afio después de estos intentos cuando comenzo
nuestra participacion en el proyecto BIOBIO y empezamos a tener indicios de que el
origen de las formas partenogenéticas puede parece no tener nada que ver con procesos
de hibridacidn, tal como se discute en el capitulo 5. Por fortuna, ahora tenemos otro

punto de salida muy prometedor para investigarlo.

Otra prioridad sera conocer la ploidia de todos los individuos que se secuencian. Ya que
la realizacion del cariotipo de todos los individuos estudiados es inviable (la mayoria se
fijan en el campo al ser recolectados, ademds de que su namero es muy grande), se
intent6 poner a punto la determinacidn de la ploidia mediante un citometro de flujo en
el Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnoldgicas (CIEMAT,
Madrid). Lamentablemente, los resultados tampoco fueron positivos debido a la falta de
un protocolo adecuado. En el futuro, se intentard optimizar la técnica con el objetivo de

conocer la ploidia de todos los individuos que se secuencien.

Esta tesis también ha tenido implicaciones taxonémicas importantes. Como se discutio
en varios capitulos, es conocida la existencia de dos o mas linajes muy divergentes en
varias especies de lombrices de tierra. En algunos casos, se ha propuesto la creaciéon de
dos especies distintas, como en Lumbricus terrestris y L. herculeus (James et al., 2010).
Por ello, no es realmente sorprendente que existan dos linajes en A. trapezoides, pero si
lo es que su distribucion se refleje a nivel biogeografico. Estos resultados invitan a seguir
investigando por qué, a intentar definir mejor los dos linajes consiguiendo muestras de
otros paises europeos y a contrastar los resultados moleculares con datos

paleogeograficos.



Si bien la alta divergencia de varios linajes en lombrices de tierra no es novedosa, si que
lo es la existencia de un clon muy predominante y con una distribuciéon cuasi mundial.
Investigaciones mas profundas nos ayudaran a saber con exactitud su distribucion y el
por qué de su éxito colonizador, lo que puede ayudar a entender mejor las ventajas de la

partenogénesis y algunas invasiones bioldgicas.

Otras implicaciones taxondmicas importantes estan relacionadas con la labilidad de los
caracteres morfologicos en lombrices de tierra, o al menos en este grupo de especies.
Incluso individuos con distinta longitud del clitelo mostraron el mismo haplotipo en los
genes mas variables. Esta observacidn, aunque es también muy inicial, requiere ser
estudiada en profundidad ya que puede probarse con herramientas moleculares la
validez de este y quizas de otros caracteres morfologicos empleados normalmente en la
taxonomia de lombrices de tierra. Esto puede ser interesante y prometedor ya que
normalmente la concordancia entre datos taxonomicos y moleculares en lombrices de

tierra suele ser bastante mala.

En definitiva, esta tesis abre muchas y muy interesantes perspectivas en la investigacion
sobre las lombrices de tierra, tanto a nivel taxondémico como molecular e incluso
ecoldgico. Y aunque abre muchas mas preguntas de las que cierra, por suerte los nuevos
interrogantes son mas interesantes y prometedores, y sin duda de alguna manera
ayudaran a conocer mejor a este grupo de animales del que cada dia nos damos mas

cuenta de que no sabemos practicamente nada.



Siguiendo la descripcion original de los objetivos particulares propuestos en la

introduccidn de esta tesis, las conclusiones de esta memoria son las siguientes:

I. ESTUDIOS A MACROESCALA.

A. Filogeografia de A. trapezoides (capitulos 2 y 3).

1. La diversidad clonal de A. trapezoides es alta. Se han encontrado 37 haplotipos
para el gen COII. Aproximadamente un tercio de los individuos muestreados pertenecian

al mismo clon (clon 1).

2. Existen dos linajes filo y biogeograficamente bien diferenciados (linajes I y II).

3. No existen diferencias morfologicas apreciables entre ambos linajes.

4. En general, el linaje I presenta una distribuciéon eurosiberiana, y el linaje II
mediterrdnea. Los clones de distribucion mds amplia (1, 4 y 9) pertenecen

filogenéticamente al linaje II.

5. Ambos linajes parecen haber tenido la misma historia demografica. Ambos
representan grupos estables que no han estado sometidos a expansiones repentinas

recientes.

B. Filogenia del complejo de especies Aporrectodea caliginosa (capitulo 4).

6. A. caliginosa y A. tuberculata forman un clado muy separado del resto de
especies. El linaje I de A. trapezoides esta filogenéticamente relacionado con A. longa, A.
giardi y A. nocturna. El linaje II forma un claster con las tres ‘especies’ descritas en
Nicodrilus, con multitud de politomias. Se postula que el linaje II de A. trapezoides esta

formado por formas partenogenéticas y sexuales.



7. Ambos linajes de A. trapezoides representan entidades evolutivas muy

distintas, filogenéticamente relacionadas con diferentes especies sexuales.

8. Las especies taxonomicas no quedan bien delimitadas con los métodos

empleados (modelo GMYC y regla del 4X).

9. La partenogénesis en A. trapezoides ha tenido al menos dos origenes distintos.

10. La diversificacidon del grupo de especies comenzo hace entre 56 y 24 millones
de afos. La separacion de los dos clados que contienen formas de A. trapezoides ocurrié
hace entre 42 y 18 millones de afios. La diversificacidn del clado de formas eurosiberianas
se produjo hace entre 35 y 14 millones de afos, y la del clado de formas mediterraneas

hace entre 29 y 11.

II. ESTUDIOS A MESOESCALA.

C. Anadlisis de varias poblaciones de A. trapezoides que contienen

individuos con espermatecas llenas y vacias (capitulo 5).

1. Parece que existe una estructuracion genética que se refleja en un patrén de

aislamiento por distancia entre localidades muestreadas.

12. Los individuos con espermatecas llenas y vacias comparten haplotipos. Lo
mismo ocurrid con individuos con distinto numero/posicion de papilas y longitud de

clitelo.

13. Los individuos con espermatecas llenas y vacias presentaron los mismos

caracteres morfologicos.



14. El origen de las formas partenogenéticas parece ser multiple y ocurre
frecuentemente. Con los datos existentes se descarta por el momento el origen hibrido, y

se hipotetiza un origen espontdneo y/o contagioso.

III. ESTUDIOS A MICROESCALA.

D. Ciclo bioldgico del clon predominante en A. trapezoides (clon 1)

(capitulo 6).

15. El clon 1 de A. trapezoides tiene un ciclo de vida relativamente rapido. Su éxito
reproductivo es alto, con una media de 105 capullos por afio y una alta viabilidad de los

neonatos.

16. Existe cierta plasticidad fenotipica dentro de los individuos de este clon

respecto al tamafo, numero de segmentos y forma de la cola.

E. Analisis morfologico y ultraestructural de los 6rganos reproductores

masculinos de A. trapezoides con espermatecas llenas y vacias (capitulo 7):

17. Existen claras diferencias morfologicas y ultraestructurales tanto en
espermatecas como en vesiculas seminales en las tres poblaciones estudiadas. En MOL
no se observan signos de cdpula y la espermiogénesis es aberrante. En ROB, se
observaron espermatozoides sanos en las espermatecas y espermiogénesis normal. En
SHB, se produjo la degradacion del esperma guardado en las espermatecas y la

espermiogénesis era aberrante.

18. Se postula que SHB es una poblaciéon con reproduccion con rasgos de sexual y
partenogenética, ya que parece no producir esperma viable pero es capaz de copular,

aunque no podamos asegurar si lo hace entre congéneres o con otras especies proximas.



Following the original description of the particular objectives proposed in the

introduction of this thesis, the conclusions could be summed up as follows:

I. MACROSCALE STUDIES.

A. Phylogeography of de A. trapezoides (chapters 2 and 3).

1. A. trapezoides showed a high clonal diversity. Thirty-seven haplotypes were
found for the COII gen. Aproximately one third of the sampled earthworms shared the

same clone (clone 1).

2. Two phylo- and biogeographically-distinct lineages were recovered E (lineages

IyIn).

3. No noticeable morphological differences were observed between both lineages.

4. In general, linage I showed a Eurosiberian distribution, and lineage II a
Mediterranean one. The clones with a broader distribution (1, 4 and 9) belonged

phylogenetically to lineage II.

5. Both lineages seem to have had the same demographic history. Both seem to

be stable groups that did not suffer recently a sudden expansion.

B. Phylogeny of the Aporrectodea caliginosa species complex (chapter 4).

6. A. caliginosa and A. tuberculata cluster together in a clade appart from the rest
of the species. Lineage I of A. trapezoides is phylogenetically close to A. longa, A. giardi
and A. nocturna. Lineage Il clusters together with the three ‘species’ discribed as
Nicodrilus. It is considered that lineage II of A. trapezoides is formed by parthenogenetic

and sexual forms.



7. Both lineages of A. trapezoides seem to be very different evolutionary entities,

as they arer phylognetically related to different sexual species.

8. Taxonomic species were not well-delimitated while using the GMYC model

and the 4X rule.

9. Parthenogenesis en A. trapezoides seems to have had at least two different

origins.

10. Diversification of the group of species started between 56 and 24 millions of
years ago. The separation of the clades that contain forms of A. trapezoides ocurried
between 42 and 18 millions of years. The diversification of the group with Eurosiberian
forms was dated to have occurred between 35 and 14 millions of years, while in the group

of Mediterranean forms between 29 and 11 millions of years.

II. MESOSCALE STUDIES.

C. Analysis of different populations of A. trapezoides containing

individuals with full and empty spermathecae (chapter 5).

1. It seems to exist a strong genetic structure; a pattern of isolation by distance

explained the genetic divergences among the sampled localities.

12. The same haplotypes were shared among individuals with empty and full
spermathecae, and among earthworms with different number/position of papillae and

lenght of clitellum.

13. Individuals with empty and full spermathecae showed the same morphological

characters.



14. The origin of the parthenogenetic forms seems to be multiple and frequent. A
hybrid origin was ruled out for the moment, and a spontaneaous and/or contagious

origin are discussed.

ITII. MICROSCALE STUDIES.

D. Life cicle of clone 1 of A. trapezoides (chapter 6).

15. Clone 1 of A. trapezoides has a relatively fast life cycle. Its reproductive fitness

is high, reaching a mean of 105 cocoons per year and a high viability of hatchings.

16. It exists some phenotypic plasticity within the individuals sharing this clone

regarging its size, number of segments and shape of the tail.

E. Morphological and ultrastructural analysis of sexual organs in A.

trapezoides with empty and full spermathecae (chapter 7):

17. There are clear morphological and ultrastructural differences in spermathecae
and seminal vesicles from the three studied populations. In MOL, there were not signs of
copula and spermiogenesis was aberrant. In ROB, mature sperm was observed in th4
spermathecae and spermiogenesis was normal. In SHB, sperm was degradated in the

spermathecae and spermiogenesis was aberrant.

18. It is discussed that SHB could be a population with a reproductive condition
in between sex and parthenogenesis, as individuals do not produce viable sperm but they
copulate, although it could not be known if they copulate with individuals from the same

or different species.
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ANEXO 1. Grafico de representacion transiciones vs transversiones en el gen COII.
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ANEXO 2. Valores de diversidad nucleotidica en los clados testados para la regla del 4X
(ver Fig. 2, capitulo 2).

Clados comparados Tt primer rt segundo
clado clado

{At17, Atg, At10] 0.005747 0.004310
vs
[At8, At12]

[At33, At34] 0.008621 0.008621
vs
[At 30, At32]

[At22, At23] 0.086207 0.170187
VS
[At2, At16, At31, At30, At32, At33, At34, At29, At1s, Aty,
Atig, Atyg, At2o0, At3, At1]

Linaje A 0.216563 0.193013

vs
Linaje B




ANEXO 3. Tabla de caracteres morfologicos de los individuos de distintas especies estudiados en el capitulo 4.

Caracter A. giardi A. longa A. caliginosa A. nocturna

Diametro (clit-postclit) 5-7 5,5-8 3,5-4,5 4-5

N° segmentos 183-203 160-200 130-165 180-250

Prostomio epilébico 1/3 cerrado epilobico 1/3 cerrado epilobico 1/3 cerrado epilobico 1/3 cerrado

Poros dorsales (10/11) 11112 12113 (9/10) 1011 (8/9) 9/10

Poros espermatecas 9/10, 10/11, %2 ¢ 9/10, 10/11, %2 ¢ 910, 10/11, %2 c 9/10, 10111, Yac

Clitelo (1/n 26) 27-35(2/3 36) (112 27) 28-35(1/2 36) (1/n 27) 28-34 (1/2 35)

Poros femeninos %14, area b %14, area b %214, areab %14, area b



Septos 1°en 4/5 1°en 4/5 1°en 4/5 1°en 4/5

Con musculatura débil Con musculatura débil Con musculatura débil 6/7 a 11/12 Con musculatura débil 6/7 a 9/10
6/7,7/8,10/11 y 11/12. 516,6/7,9/10,10/11.

Con musculatura fuerte 8/9y 9/10.  Con musculatura fuerte 7/8 y 8/9.

Glandulas de Morren 4 10-14 con diverticulo . 10-14 con diverticulo 4 10-14 con diverticulo bilobulados % 10-14 con diverticulo bilobulados en
bilobulados en 10 bilobulados en 10 en 10 10

22123, bifido Inicialmente pennado, a veces 21, bifido inicio desde molleja, pennado o

organizado en 2 6 3 l&minas. formado por 2, 3, 5 laminas

Tiflosol (inicio)

Vesiculas seminales 9a12 9a12 9a12 9a12

Ovarios y embudos fem. normales normales normales normales




ANEXO 3 (continuacién). Tabla de caracteres morfologicos de los individuos de distintas especies estudiados en el capitulo 4.

Caracter A. trapezoides N. monticola N. carochensis N. tetramammalis

Diametro (clit-postclit) 2,54 3-5,5 4,5-6 4,7-6

N° segmentos 130-170 132-209 180-209 153-183

Prostomio epilébico 1/3 cerrado epildbico 1/3 cerrado epildbico 1/3 cerrado epildbico 1/3 cerrado

Poros dorsales (8/9) 9/10 (6/7) 7/8, 8/9 (6/7)7/8 (7/8) 8/9

Poros espermatecas 9/10, 10/11, %2 ¢ 9/10, 10/11, %2 ¢ 9/10, 10/11, %2 c 9/10, 10111, Yac

Clitelo 27-34 26,27-34 (25)(26)27-34(1/4 35) (1/n 26) 27-34

Poros femeninos %14, area b %14, area b %14, area b %14, drea b




Septos 1°en 4/5 1°en 5/6 Con musculatura débil 5/6 y 10/11 Con musculatura débil 5/6 y 11/12

Con musculatura débil 6/7 a 9/10 Con musculatura débil 6/7 a Con musculatura fuerte 6/7 a 9/10 Con musculatura fuerte 7/8, 8/9 y 9/10
10/11

Glandulas de Morren 2 10-14 con diverticulo bilobulados en 6-11 con dilataciones en 10 - -

Tiflosol (inicio) 22, pennado 21,22, pennado con cresta 21,22, pennado con crestas laterales 21,22, pennado con cresta central
central y central

Vesiculas seminales

Ovarios y embudos fem. normales normales normales normales



ANEXO 4. Especies de hormogastridos utilizados en la Fig. 6 del capitulo 4. Tomado de
Novo (2010). H.: Hormogaster. Hem.: Hemigastrodrilus.

Codigo Localidad Especie
ALEs5 Alesanco (La Rioja, Espana) H. riojana

ALG1 Alghero (Sassari, Cerdeia, Italia) H. redii redii
BIO2 Biosca (Lérida, Espafia) H. arenicola
BRU1 El Brull (Barcelona, Espaiia) H. catalaunensis

BSM1  Banyuls-sur-mer (Pyrénées-Orientales, Francia) H. gallica

CER3  Cervera del Maestre (Castellon, Espana) H. pretiosa?

GHI2 Ghilarza (Oristano, Cerdefia, Italia) H. redii redii

GRA2  Graus (Huesca, Espaiia) H. eserana

IGL1 Iglesias (Carbonia-Iglesias ,Cerdefia, Italia) H. redii redii

LOP3  Lopodrzano (Huesca, Espafia) H. huescana

MAJ2  Montmajor (Barcelona, Espana) H. sylvestris
MON2 Monrepos (Huesca, Espaiia) H. pretiosiformis
OEL2 Pefia Oroel (Huesca, Espafia) H. oroeli

PRB1 Peralba (Lérida, Espafia) H. pretiosa var.
QLL1 Quillan (Aude, Francia) H. pretiosa nigra
QUE1  Puerto Querol (Castelldn, Espaiia) H. castillana

SAN2 Sant Joan de les Abadesses (Gerona, Espaiia) H. abatissae

TAL1 Talarn (Lérida, Esparia) H. spp.

TES1 Col de la Testa (Corse du Sud, Corcega, Francia) H. samnitica lirapora
TORz2  Torrecilla en Cameros (La Rioja, Espaiia) H. irequana

UIX1 Vall d’'Uix¢6 (Castelldn, Espana) H. pretiosa arrufati

VP Volpajola (Haurte-Corse, Corcega, Francia) H. redii insularis




Codigo
VIL2
ORD1
PAR1
BOA1
SEV1
MOL2
TRE2
VENS
JAR2
RED2
CAB1
NAV1
LOZ1
FRE1
UCE2
ANC1
SIG1
SOT2
LAG1
MND1
XAN1
SGF1

PIG1

Localidad
Villamassargia (Carbonia-Iglesias, Cerdeiia, Italia)
Ordal (Barcelona, Espaiia)
El Pardo (Madrid, Espafa)
Boadilla (Madrid, Espafia)
Sevilla La Nueva (Madrid, Espafia)
El Molar (Madrid, Esparfia)
Tres Cantos (Madrid, Espafia)
Venturada (Madrid, Espaiia)
Paracuellos del Jarama (Madrid, Espafia)
Reduefia (Madrid, Espafia)
Cabrera (Madrid, Espafia)
Navas de Buitrago (Madrid, Espaiia)
Lozoyuela (Madrid, Espafia)
Fresno del Torote (Madrid, Espaiia)
Cubillo de Uceda (Madrid, Espafia)
Anchuelo (Madrid, Espaiia)
Siguero (Segovia)
Soto del Real (Madrid, Espafia)
Lacardayre (Lot-en-Garonne, Francia)
Mende (Lozére, Francia)
San Roman (Asturias)
Saint Gély-du-fesc (Hérault, Francia)

Pignans (Var, Francia)

Especie
H. pretiosa
H. najaformis
H. elisae
H. elisae
H. elisae
H. elisae
H. elisae
H. elisae
H. elisae
H. elisae
H. elisae
H. elisae
H. elisae
H. elisae
H. elisae
H. elisae
H. elisae
H. elisae
Hem. monicae
Hem. monicae
Xana omodeoi
Vignisa popi

Vignisa vedovinii




ANEXO 5. Lombrices totales muestreadas en olivares, en términos de biomasa.
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ANEXO 5 (continuacién). Lombrices totales muestreadas en olivares, en términos de biomasa.
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ANEXO 6. Lombrices totales muestreadas en olivares, en términos de numero total de individuos.

Eomies | & | Al | A s | A el | Aross | Alseptrs sp | & ipecas |0 st | D e | o | L it
-—---———-—-

Olivar 2

Ofvar2 |
-—---———---

Olivar 4

-—---———---

Olivar 6

_
-—---———---

Olivar 8

-—---———---

Olivar 10

_
-—---——----

Olivar 12

-—---———---

Olivar 14

-—---——----

Olivar 16

_
-—---——----

Olivar 18

-—---———---

Olivar 20

-—---——----
14,00 18,33 5,0 16,07 16,55 67 10,00




ANEXO 6 (continuacion). Lombrices totales muestreadas en olivares, en términos de niimero total de individuos.
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ANEXO 7. Lombrices totales muestreadas en dehesas, en términos de biomasa.

[Espocie | . caliginosa | A chiae | A chlroic A-iterica ocidenial A trapesoies
TN 500 500 5000 071 0 63,12 A2 B8 ]
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ANEXO 7 (continuacién). Lombrices totales muestreadas en dehesas, en términos de biomasa.

[Gcvec | .cogntt | D byla | . cuis | e phosphorus | L rand | .cysnum | O actun | Octolsion | Enuirios | o etarmin
e T e T
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ANEXO 8. Lombrices totales muestreadas en dehesas, en términos de nimero total de individuos.
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ANEXO 8 (continuacion). Lombrices totales muestreadas en dehesas, en términos de nimero total de individuos.
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