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RESUMEN 
 

En México y especialmente en el estado de Puebla se carece del uso de métodos 

que integren más de una línea de evidencia para identificar taxonómicamente a las 

lombrices de tierra. Si bien existen numerosos trabajos basados en la 

identificación morfológica, diversos estudios revelan que, al aplicar métodos 

moleculares, las cifras de los inventarios de las especies varían, por lo que en el 

presente estudio se propone la integración del uso de la morfología y del código 

de barras de ADN (gen MT-CO1) para la identificación de especímenes de la 

familia Lumbricidae. Se colectaron treinta y dos especímenes en Chiautzingo 

Puebla, México, identificados mediante caracteres morfológicos: se encontraron 

ocho individuos de la especie Lumbricus rubellus (Hoffmeister, 1843), catorce de 

Aporrectodea (Örley, 1885), siete de Octolasion (Örley, 1885), y tres no 

identificadas. Al realizar el análisis bioinformático por código de barras en la base 

de datos BOLD, se observó una correspondencia entre los organismos 

identificados por morfología y mediante el código de barras con porcentajes de 

homología de 90.51% - 89.78 % para L. rubellus, de una secuencia de 607 pb; 

97.1% - 97.06% para Aporrectodea caliginosa (Savigny, 1826) de una secuencia 

de 583 pb, ambas amplificadas con el iniciador COI ANF y 97.51% de similitud 

para Octolasion tyrtaeum (Savigny, 1826) de una secuencia de 519 pb amplificada 

con el iniciador LCO1490. Se recomienda el empleo de otros marcadores 

moleculares tales como los microsatélites y genes nucleares, incrementar el 

número de vouchers para detectar polimorfismos y descubrir secuencias 

desconocidas, así como integrar varias líneas de evidencia para determinar la 

identidad de las lombrices de tierra, como la ecológica, morfológica, biogeográfica 

y molecular. Finalmente, este trabajo representa un avance en la aplicación de 

métodos para el conocimiento e identificación de las lombrices de tierra, ya que 

aunque existen avances importantes en la identificación de especies por la vía 

morfológica, existen especies endémicas de los que aún no se tienen claves que 

permitan tener la seguridad de su identificación, por lo que con la vía molecular 

pueden construirse la secuencia fenológica de las especies, especialmente de las 
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endémicas. La identificación de especies de lombrices de tierra es muy necesaria 

en México debido a  que proveen varios servicios ecológicos al ecosistema y 

forman parte de la diversidad biológica en México, cuyo taxón está poco estudiado 

a un nivel integrativo.  
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“Cuando uno jala una sola cosa en la naturaleza, se encuentra que está agarrada del resto del 
mundo”   John Muir  (1838-1914) 

1. MARCO TEÓRICO 

 

1.1 Aspectos históricos sobre la clasificación de los organismos 

  

Desde la antigüedad la identificación y clasificación de los organismos se ha 

desarrollado como uno de los aspectos de la interpretación y explicación de la 

naturaleza. Por ejemplo, en el siglo IV AC el filósofo griego Aristóteles mediante 

similitudes y diferencias morfológicas clasificó a los organismos en dos grandes 

grupos: animales y plantas. Desde entonces y hasta el siglo IV DC, sólo se 

realizaron agrupaciones de animales y plantas de acuerdo a su utilidad para el 

hombre, sin embargo, estos criterios de clasificación eran poco objetivos y 

rigurosos (Carranza,  2002). Fue hasta el siglo XVIII DC que se comenzaron a 

considerar las características intrínsecas de los organismos que se querían 

clasificar. Siendo el naturalista sueco Carl Von Linné o Linneo quien catalogó 

animales y plantas con base en semejanzas de sus estructuras. Linneo ordenó a 

cada organismo en categorías taxonómicas (Reino, Filo, Clase, Orden, Familia, 

Género y Especie). Además, asignó a cada organismo un nombre científico único 

e universal a partir de la nomenclatura binominal (género y especie) ideada por él. 

Este sistema de clasificación ha perdurado hasta nuestro días, razón por la cual 

Linneo ha sido considerado como el padre de la taxonomía. Hasta ese momento, 

la clasificación de los organismos estaba basada en similitudes morfológicas 

externas. Posteriormente, con la formulación de la teoría evolutiva, se tomó en 

cuenta el parentesco de los organismos para poder clasificarlos de acuerdo a su 

historia evolutiva.  

Más tarde, en 1894 el biólogo alemán Ernst Haeckel incluyó a todos los seres 

microscópicos como algas, hongos, protozoos y bacterias en un nuevo reino, el de 

los Protistas y en 1969, R. H. Whittaker propone el esquema de clasificación que 

reúne a los seres vivos en cinco reinos.  Sin embargo, estos sistemas de 

clasificación basados en caracteres morfológicos no siempre resolvían problemas 
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en la identificación de especies (Gonzales et al., 1996). Posteriormente en 1990, el 

microbiólogo estadounidense Carl Woese formula un nuevo nivel taxonómico 

llamado “Dominio” basado en la comparación de la secuencia del ARN ribosomal 

16s y 18s, que comparten todos los seres vivos del planeta y que apenas ha 

sufrido cambios desde la aparición en la tierra, según su nuevo sistema existen 

tres dominios: Archaea, Bacteria y Eukarya. 

En 1965, posterior al establecimiento del “dogma central de la biología molecular” 

(Hershey y Chase, 1952; Watson y Crick, 1953), los bioquímicos Zuckerkandl y 

Pauling abogaban por el uso de “marcadores moleculares” para realizar 

clasificaciones certeras y confiables de los seres vivos. Según ésta propuesta, los 

caracteres moleculares evidenciaban de manera más clara o directa el proceso 

evolutivo que los caracteres morfológicos. Además, los marcadores genéticos son 

fácilmente medibles y comparables entre los organismos (Zuckerkandl, 1964; 

Suarez-Diaz y Anaya-Muñoz, 2008). Por lo anterior, se sugirió que los marcadores 

moleculares son un instrumento de comparación estandarizado y cuantificable que 

mediante el uso de algoritmos computacionales se pueden hacer reconstrucciones 

evolutivas de parentescos entre los organismos (Fitch y Margoliash 1967, 1968).  

Sin duda, el empleo de los diferentes marcadores moleculares para identificar a 

cualquier organismo de manera certera y rápida, complementan a la morfología y 

a la biogeografía, así como otras disciplinas para la identificación, clasificación y 

reconstrucción de historias evolutivas de las especies.  

1.2 Marcadores moleculares para resolver problemas de identificación de 

organismos 

Un marcador molecular o marcador genético es un segmento de ADN con una 

ubicación física identificable, cuya herencia genética se puede rastrear. Un 

marcador puede ser un gen, o puede ser alguna sección del ADN sin función 

conocida (Igea, 2012; Rentaría, 2007). Los marcadores moleculares permiten 

evidenciar variaciones en la secuencia del ADN entre individuos, que también 

reciben el nombre de polimorfismos. Además del ADN, algunos autores 

consideran también a las proteínas (isoenzimas) como importantes marcadores; 
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de hecho fueron históricamente las primeras en ser utilizadas para acercarse a la 

identificación de especies a nivel molecular (Carranza, 2002; Rentaría, 2007) 

(Figura 1).  

En términos generales, la cronología en la aparición de los marcadores 

moleculares comienza con el uso de isoenzimas y aloenzimas entre 1959 y 1969. 

Las isoenzimas pueden presentar varias formas alélicas, conocidas como 

aloenzimas (Markert y Moller, 1959; Prakash et al., 1969). En su mayoría son 

selectivamente neutras y se utilizan como marcadores hereditarios para cuantificar 

las frecuencias alélicas de los individuos, diversidad y variación genética intra e 

interpoblacional para estimar la composición genética de una población (Eguiarte 

et al., 1992).  

A partir de 1979 se utiliza el ADN de cloroplasto (ADNcp) y el ADN mitocondrial 

(ADNmt), logrando este último tener un impacto en toda la década de los 90´s 

hasta la actualidad. Los cloroplastos y las mitocondrias poseen genomas 

circulares cerrados heredados de manera uniparental, con información genética 

que varía entre 200 a 2,500 kb y de unas 13 a 16 kb respectivamente. Con 

respecto al ADNcp de los cloroplastos, se ha demostrado que es muy estable ya 

que no se reordena con tanta frecuencia. Por tal razón, el ADNcp es utilizado en 

los análisis moleculares de ADN, ya que los reordenamientos son raros y es fácil 

rastrear mutaciones que dan información de parentesco. En el caso del ADNmt se 

ha encontrado que es variable y que frecuentemente sufre reordenamientos 

aunque con una tasa de mutación muy baja, por lo que se emplea también como 

una herramienta molecular para determinar parentescos entre especies (Stanhope 

et al., 1992; Porter et al., 1996). El ADN nuclear también ha sido empleado como 

marcador molecular debido a que, a pesar de tener una tasa de mutación muy 

baja que evita resolver el parentesco entre especies cercanas, la variabilidad 

genética de intrones favorece su utilización para realizar la identificación de los 

organismos de manera confiable (Zhang y Hewitt, 2003). 
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Figura 1: Marcadores moleculares. Descripción, principio técnico, detección de polimorfismos y aplicaciones. MM: Marcador molecular; ADNr: ADN ribosomal; ADNmt: ADN mitocondrial; 
ADNcp: ADN de cloroplasto; ADNn; ADN nuclear; RFLP: Polimorfismos de longitud de los fragmentos de restricción; RAPD: Amplificación aleatoria de ADN polimórfico; AFLP Polimorfismos 
de longitud de los fragmentos amplificados; SSR: Secuencias simples repetidas o micro satélites; PD: Polimorfismos Detectados; ER: Especificidad de Reacción; CG: Caracterización de 
germoplasma; VG: Variación Genética, RFA: Relaciones fenotipo-ambiente; MG: mapas genéticos; TM: tasas de mutación, CE: Campo Eléctrico; AH: Amplificación de Homologías; SCI: 
Sitios Complementarios al Iniciador; HM: Herencia Mendeliana; DCET: Diferencias en carga eléctrica y tamaño; ICL: Iniciadores de cadena larga; SC: Sitios de Corte; TD: tiempos de 
divergencia; INDELS: Inserciones y deleciones; CP: cambios puntuales; S: sustituciones; REP: repeticiones. * Imágenes tomadas de Rentaría, (2007), Créditos en el apéndice 1. 
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Aparte de las isoenzimas y ADN de organelos, desde 1995 aparecen estudios 

como AFLPs, RAPDs y RFLPs donde se utilizan variaciones en la secuencias de 

ADN para identificar de manera eficaz a los individuos de una especie. Los 

primeros (AFLPs), se refieren a una técnica que detecta múltiples loci polimórficos 

y es útil para generar huellas genéticas y mapeo; también se ha utilizado para la 

caracterización de germoplasma, estudios filogenéticos en plantas, bacterias, 

hongos y en estudios de genética de poblaciones (Vos et al., 1995). Los 

segundos, RAPDs, son marcadores que amplifican aleatoriamente segmentos de 

ADN en una gran variedad de especies éstos son útiles en la elaboración de 

mapas genéticos, en el estudio de parentesco y en el análisis de la estructura 

poblacional, ya que ayudan a estimar tamaño efectivo, aislamiento reproductivo y 

niveles de fecundación cruzada (Otero et al., 1997; Parker et al., 1998). En cuanto 

a los terceros, se refieren al análisis de polimorfismos en la longitud de fragmentos 

de restricción (RFLPs). En este método se consideran diferencias en el patrón de 

restricción de acuerdo el número y tamaño de fragmentos digeridos por una 

endonucleasa de origen bacteriano (Valadez y Kahl, 2000). Finalmente, los 

microsatélites de ADN nuclear han sido detectados en múltiples grupos de plantas 

y animales y han sido utilizados fundamentalmente para estudios de variación 

genética intra e interespecífica (Edwars et al., 1991; Armour et al., 1994; Devey et 

al., 1996; Queller et al., 1993; Weight y Bentzen, 1994), análisis de linajes (Queller 

et al., 1993) y de sistemas reproductivos. Los microsatélites han tomado ventaja 

sobre otros marcadores genéticos como los AFLPs, RAPDs, RFLPs, debido a que: 

i) tienen el más alto grado de polimorfismo; ii) segregan de manera mendeliana y 

son codominantes; iii) la presencia de un solo locus genético por microsatélite 

hace que la lectura de las bandas sea clara y fácil de interpretar y iv) son 

selectivamente neutros (Golstein y Pollock, 1994; Vendramin et al., 1996).  

De todos estos tipos de proteínas, secuencias genómicas y herramientas 

utilizadas en el área de la biología molecular para realizar identificación y 

clasificación de organismos, el ADNmt ha tenido una gran relevancia por contribuir 

a la identificación de organismos (Herbert et al., 2003), fomentando el aumento del 
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número de especies animales catalogadas por medio de la secuenciación del gen 

MT-CO1 presente en el ADNmt.  

1.3 ADNmt y propiedades del gen MT-CO1 

1.3.1 Características generales del ADNmt 

El ADNmt es un material genético circular cerrado de doble cadena localizado en 

la matriz de las mitocondrias celulares. De manera general, es aceptado que el 

ADNmt está usualmente agrupado dentro de un complejo llamado nucleoide, el 

cual forma un red molecular donde interacciona con proteínas. Además, cada tipo 

celular dependiendo de la especie, las condiciones de crecimiento y la etapa de 

desarrollo o diferenciación; se puede contener desde diez (en Saccharomyces 

cerevisiae) hasta cientos (en mamíferos) de nucleoides, cada uno conteniendo 

algunas copias de ADNmt. También se ha demostrado que el ADNmt tiene 

aproximadamente 16.6 Kb ordenadas secuencialmente en genes que codifican 

para ARN ribosomal (ARNr), ARN de transferencia (ARNt) y para una pequeña 

fracción de las proteínas mitocon6riales involucradas en el proceso vital de la 

fosforilación oxidativa (Stansfield, 1992).  

Estructuralmente, el genoma mitocondrial contiene treinta y siete genes más una 

región no codificante muy corta (Figura 2). Brevemente, todos estos genes están 

repartidos de la siguiente manera: dos que codifican para ARNr (12S y 16S), 

veintidós genes para ARNt y trece genes estructurales que codifican para 

diferentes subunidades de los complejos enzimáticos del sistema de fosforilación 

oxidativa. Del complejo I NADH deshidrogenasa, siete subunidades (ND- 1, 2, 3, 4, 

4L, 5 y 6) están codificadas por el genoma mitocondrial. Con respecto al complejo 

III, sólo una subunidad de la citocromo b (cyt b) óxido-reductasa se localiza en el 

ADNmt. Del complejo IV, tres subunidades de la citocromo c-oxidasa (COI, COII, 

COIII) son parte del genoma mitocondrial. Finalmente, dos subunidades del 

complejo V ATP sintasa están codificadas por este genoma (Fernández-

Domínguez, 2006). 
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1.3.2 Propiedades del gen MT-CO1 

Para comprender ampliamente la estructura del gen MT-CO1, se explicarán sus 

propiedades básicas. El gen MT-CO1 se localiza en la cadena pesada H rica en 

guaninas del ADNmt y se ubica entre los nucleótidos 5,904 y 7,444 en el Homo 

sapiens. El gen MT-CO1comprende 1540 nucleótidos de ADNmt continuo, carece 

de intrones y codifica para un único polipéptido (Aderson et al., 1981). El ARNmt 

se inicia con una secuencia no traducida 5´ de 12 nucleótidos y a continuación se 

encuentra el codón AUG de inicio de traducción. La secuencia codificante de 

polipéptido termina en un codón AGA sirve como un codón de paro y se extiende 

hasta 72 nucleótidos de la cadena antisentido del tARN (Ser) que sirve como 

región 3´ no traducida (Montoya et al., 1982).   

 

 

 
Figura 2. Organización del ADNmt. Representación esquemática del ordenamiento de 37 
genes (16,569 pb) codificados en el genoma mitocondrial: 2 genes para ARNr 16 y 12S, 22 
genes para ARNt y 13 genes para subunidades polipéptidicas de los complejos de la 
fosforilación oxidativa. Los polipéptidos son constituyentes de la maquinaria transportadora 
de electrónes: 7 subunidades del complejo I deshidrogenasa de NADH. 1 subunidad del 
complejo III citocromo C oxidoreductasa, 3 subunidades del complejo IV citocromo c oxidasa  
y 2 subunidades de la ATP sintasa. Los genes para tRNA están representados con las letras 
mayúsculas. Tomada de  Chial y Craig (2008). 
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Figura 3. Representación gráfica del flujo de información desde el ADNmt hasta el ensamblaje 
de la citocromo c oxidasa o complejo IV. A. El genoma mitocondrial es una molécula circular cerrada 
que contiene tres genes que codifican para el núcleo central del complejo IV de la cadena 
transportadora de electrones. Dentro de estas tres subunidades está la COX1 que posee una 
secuencia de nucleótidos altamente conservada en los vertebrados. B y C. Representación de zonas 
conservadas de nucleótidos o proteínas  para el gel MT-CO1 y para la subunidad COX1 producida por 
la traducción del ARNm. D. Modelo tridimensional de las subunidades COX1, COX2 y COX3 que están 
codificadas por  el ADNmt. E. Cadena transportadora de electrones que converge a la Citocromo c 
Oxidasa o complejo IV. Modificado de Zeviani y Di Donato (2004). 
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El gen MT-CO1 codifica para una de las tres subunidades que forman el núcleo de 

la Citocromo c oxidasa (COX, también conocida como complejo IV) de la cadena 

transportadora de electrones en células eucariotas (Apéndice 2). Se muestra una 

representación gráfica del flujo de información desde el ADNmt hasta el 

ensamblaje de la citocromo c oxidasa o complejo IV en la Figura 3.  

1.4 Ventajas y desventajas del ADNmt como marcador molecular 

Como se mencionó en la sección de marcadores moleculares, el ADNmt es muy 

utilizado por sus características tanto estructurales como funcionales para realizar 

una identificación de organismos pertenecientes a una especie. Dentro de esas 

características, las más relevantes son:  

1. Que existe una gran abundancia de mitocondrias por célula, por lo que es muy 

fácil obtener un gran número de copias de genomas mitocondriales por células y 

tejidos frescos o conservados (Austin y Arnold, 2001).  

2. Que el ADN mitocondrial se hereda de forma uniparental a través de la línea 

materna y por tanto es haploide (Dawid y Blackler, 1972). 

3. Que los genes mitocondriales carecen de intrones, son generalmente haploides, 

muestran recombinación limitada y las inserciones y deleciones no son comunes 

en genes mitocondriales que codifican para polipéptidos, facilitando el 

alineamiento de las secuencias de aminoácidos (Hebert et al., 2003). 

4. Que las diferencias encontradas en el genoma mitocondrial entre individuos se 

deben única y exclusivamente a fenómenos de mutación y no son el resultado de 

recombinación. 

Sin embargo, el ADNmt también posee varias desventajas. Primeramente, como 

ya se ha comentado, toda la molécula de ADNmt está ligada y se transmite como 

un solo bloque de herencia materna. Esto implica que las genealogías obtenidas 

con cualquiera de los genes mitocondriales serán idénticas ya que pertenecen a la 

misma molécula. Por tanto, realizar inferencias empleando un solo árbol de genes 

(“gene trees”) puede llevar a conclusiones erróneas. Además, precisamente la 
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herencia materna del ADNmt implica que las inferencias realizadas basadas en él 

son aplicables solamente a la historia evolutiva de las hembras y no a la de la 

especie completa. Así, por ejemplo, los resultados obtenidos en caso de 

dispersión ligada al sexo pueden ser muy diferentes si sólo se considera el ADNmt 

en vez de añadir información del ADNn (Tosi et al., 2003). 

Tomando en cuenta todas sus ventajas y desventajas, los segmentos del ADNmt 

son utilizados como marcadores para identificar, clasificar y hacer historias 

evolutivas de los organismos. El gen MT-CO1 que codifica para la subunidad 1 de 

la oxidasa de citocromo del complejo IV de la cadena transportadora de electrones 

ha sido el marcador molecular utilizado para la identificación  de animales usando 

la herramienta conocida como “Código de Barras de ADN” que se describe a 

continuación.  

1.5 Descripción general del “Código de Barras de ADN” 

A partir del siglo XX, la identificación y clasificación de organismos pertenecientes 

a una especie se basaba en sistemas esquematizados (claves) de descripciones 

morfológicas casi universales, constituyendo la llamada taxonomía morfológica o 

tradicional. No obstante, la identificación de organismos con base en estas claves 

taxonómicas morfológicas representa una tarea desafiante ya que requiere de 

mucha experiencia por parte de los taxónomos. Además, por lo general para 

realizar estos procedimientos basados en la morfología se necesita de mucho 

tiempo y no siempre proporciona una resolución a nivel de especie (Panday, et al., 

2014). Aunado a esto, la identificación de organismos a partir de su morfología 

puede ser muy difícil debido a problemas intrínsecos en ciertos grupos con 

plasticidad fenotípica, diferencias ontogénicas y dimorfismo sexual, entre otros 

(Hebert et al., 2003; Packer et al., 2009). También existen situaciones donde la 

identificación basada en caracteres morfológicos no puede ser aplicada como en 

el caso de ciertos estadios larvales, fragmentos de tejido como restos de hojas, 

semillas, sangre, plumas, carne o pieles, los cuales no presentan suficientes 

caracteres diagnósticos para una acertada identificación (Eaton et al., 2009). 
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Por lo tanto, se requiere de otras metodologías que aseguren una identificación 

confiable. Al respecto, desde hace más de tres décadas la biología molecular se 

ha convertido en una herramienta valiosa tanto en la identificación de especies, 

como en el estudio de las relaciones de parentesco entre los organismos (Kress et 

al., 2005; Kress y Erickson 2012). Dentro de las metodologías de la biología 

molecular más utilizadas para aproximarse a la identificación de individuos y/o de 

especies se encuentran los llamados “Códigos de Barras de ADN” (“Barcodes”). 

Esta metodología es una herramienta confiable para la taxonomía y la sistemática, 

ya que permite identificar de manera rápida, precisa y reproducible a los 

organismos. En la Figura 4 se esquematiza el mecanismo general para generar 

códigos de barras de la vida, mismo que como primer paso da lugar a la colecta 

de los especímenes en los sitios de muestreo; posteriormente, para extraer el 

ADN genómico, se obtiene una porción de tejido y se lleva a cabo una PCR para 

amplificar un fragmento del gen marcador deseado para secuenciar. La 

información proveniente de la secuenciación se analiza y valida en los centros de 

investigación respectivos. La etapa de asignación del código de barras y 

estandarización de información está directamente relacionada con los “vouchers” 

de los especímenes (material biológico de resguardo depositado en colecciones 

científicas), así como el índice taxonómico.  Finalmente, se publica y almacena la 

información en bases de datos, dando por resultado la construcción cooperativa y 

gradual de la enciclopedia de la vida; misma que está disponible para usuarios, 

investigadores así como público en general (Barcode of Life, BOL, por sus siglas 

en inglés).  

La herramienta código de barras ADN fue tomada de la idea del código de líneas 

negras paralelas en las etiquetas de productos comerciales para identificarlos de 

forma única y global de acuerdo al Código Universal de Producto (UPC, por sus 

siglas en inglés). De manera similar, en los organismos se utiliza una secuencia 

corta de ADN estandarizada para generar un código único que permita identificar a 

cada especie. Además, el código de barras de ADN representa la convergencia de 

dos diferentes enfoques para el estudio de la biodiversidad. El primero es la 

taxonomía tradicional que involucra los estudios morfológicos y el almacenamiento 
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sistemático de especímenes en colecciones, mientras que el segundo es el 

empleo de los análisis moleculares basados en secuencias de ADN con ciertas 

propiedades (Panday et al., 2014). 

La idea detrás del código de barras es encontrar un segmento único de ADN el 

cual sea útil para la identificación de todos los taxones vivientes. Sin embargo, 

aunque los investigadores han pasado muchos años buscando dicha secuencia 

universal, es improbable que un único marcador molecular para hacer código de 

barras de ADN exista. No obstante, las propiedades deseadas en códigos de barra 

de ADN están claramente definidas: a) El fragmento de ADN debe ser casi 

idéntico en organismos de las mismas especies pero diferentes entre individuos de 

diferentes especies; b) La sección debe estar estandarizada (la misma sección 

debe ser usada en diferentes grupos taxonómicos) y por último, c) El marcador 

debe ser fuerte, es decir, con sitios conservados de unión a iniciadores que le 

permitan ser rápidamente amplificado y secuenciado  (Fišer y Buzan, 2014). 

Como se mencionó líneas arriba, las secuencias estandarizadas para hacer 

códigos de barras de ADN son secuencias que cumplen ciertas propiedades 

ideales. Para el caso del código de barras de ADN en animales, se propuso una 

secuencia de 648 nt del gen MT-CO1 presente en casi todos los animales. Se 

evaluó el potencial de la secuencia del gen MT-CO1como una herramienta 

taxonómica, analizando el perfil del gen MT-CO1 en siete de los phyla de animales 

más diversos, basando su estudio en el análisis de 100 especies representativas, 

logrando 100% de éxito en la identificación de las especies. (Herbert et al., 2003). 

De hecho, debido al éxito obtenido utilizando la secuencia estandarizada del gen 

MT-CO1, se han desencadenado una serie de eventos derivado en la creación de: 

el Proyecto Internacional Código de Barras de la Vida (International Barcode of 

Life, IBOL, por sus siglas en inglés), Base de Datos del Códico de Barras (Barcode 

of Life Database, BOLD, por sus siglas en inglés), (Ratnasingham & Hebert,  2007) 

y el consorcio de códigos de barras de la vida  (Consortium for the Barcode of Life, 

CBOL, por sus siglas en inglés). 
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Figura 4. Esquema general del mecanismo para generar códigos de barras de la vida. El primer paso es la colecta de los especímenes en los sitios de 
muestreo (1); posteriormente, para extraer el ADN genómico, se obtiene una porción de tejido (2); se lleva a cabo una PCR para amplificar un fragmento del 
gen marcador deseado para secuenciar (3). La información proveniente de la secuenciación se analiza y valida en los centros de investigación respectivos 
(4a y 4b). La etapa de asignación del código de barras y estandarización de información (5) está directamente relacionada con los “vouchers” de los 
especímenes, así como el índice taxonómico.  Finalmente, se publica y almacena la información en bases de datos (6), dando por resultado la construcción 
cooperativa y gradual de la enciclopedia de la vida, misma que está disponible para usuarios investigadores y para público en general (7). Traducido y 
modificado de The Consortium for the Barcode of Life.  

Colecta del 

espécimen 

Muestra de 

tejido 

Procesamiento de 

ADN y secuenciación 

Validación y análisis de información 

Asignación de código de 

barras y estandarización de 

información  

Publicación y 

almacenamiento de 

la información 

Uso de la 

información del 

código de barras 

Manejo de la 

información 

Enlace al nombre de la especie 

Conexión con el voucher 

de los especimenes 

Enciclopedia de la vida 

Índice taxonómico 

Aplicación para usuario 

Usuario 

Investigador 

Colecciones 
Público en general 

1 2 

4b 

4a 3 
5 

6 
7 



14 
 

Estas organizaciones resguardan, analizan y comparten la información 

proveniente de los estudios obtenidos de los códigos de barras de ADN, utilizando 

el gen MT-CO1 como la secuencia marcadora oficial para los animales (Gutiérrez 

et al., 2013).     

Después del trabajo pionero de Herbert et al. (2003), la identificación de especies 

usando códigos de barras de ADN se ha utilizado exitosamente en algas, 

(Saunders, 2008), hongos (Seena et al., 2010), plantas (Kress et al., 2005; Chase 

et al. 2005; Fazekas et al., 2012) y muchos grupos de animales tales como: 

insectos, peces, anfibios, reptiles, aves, mamíferos y anélidos (García-París y 

Jockusch, 1999; Harris, et al., 1998; Barrett y Hebert, 2005; Ward et al., 2005; 

Hebert et al,. 2004; Robins et al., 2007).  

Con lo que respecta a los anélidos, se ha avanzado en gran medida en la 

identificación y clasificación de un número considerable de especies mediante el 

uso de códigos de barras (James, et al., 2010). De hecho, el presente trabajo 

pretende identificar tres especies de lombrices de tierra utilizando esta 

herramienta molecular. Por tal razón, a continuación, se explican los detalles 

generales sobre la biología de estos organismos. 

1.6 Clasificación y características  de las lombrices de tierra 

1.6.1 Clasificación de las lombrices de tierra 

El phylum Annelida se ha dividido en tres clases: Polychaeta, Oligochaeta e 

Hirudinea. Sin embargo, esta clasificación ha sido modificada por análisis 

filogenéticos y moleculares recientes (McHugh, 2000; Struck et al., 2007; Zrzavý et 

al., 2009; Fragoso y Rojas 2014). Las clasificaciones actuales agrupan a los 

anélidos clitelados (“oligoquetos” e “hirudíneos”) en el grupo de los euclitelados, 

(categoría taxonómica que varía de acuerdo al autor), mismos que pertenecen a la 

subclase Crassiclitellata (Jamieson, 1988; Jamieson et al., 2002). A esta subclase 

pertenecen los terrimegadrilos (Jamieson, 1988), también llamados megadrilos o 

lombrices de tierra y que incluyen entre siete y catorce familias dependiendo del 

autor (Jamieson, 1988; Blakemore, 2004). Para facilitar la representación de los 
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terrimegadrilos en su agrupación taxonómica, se muestra en la Figura 5 un 

esquema de la clasificación de las lombrices de tierra para la clase Clitellata 

(Brusca y Brusca, 2005;  Jamieson, 1988; Jamieson et al., 2002; Earthworm 

Barcode of Life, 2016).  

A parte de la clasificación taxonómica (Fragoso et al., 1997), se  propone que en 

los estudios de diversidad de los terrimegadrilos se pueden abordar bajo dos 

puntos de vista: a) la taxonómica (evidente por su clasificación) y b) funcional. En 

el primer caso, el número de especies varía en función de la escala (que puede 

ser regional o local) y del origen geográfico (nativo o exótico). En el segundo caso, 

las especies se separan por categorías ecológicas o gremio funcional. Las 

categorías ecológicas propuestas por Bouche (1972) son aceptadas casi en su 

totalidad e incluyen tres grandes grupos funcionales de lombrices: las epigeas 

(habitantes de la hojarasca y pigmentadas), las endogeas (habitantes del suelo, no 

pigmentadas y consumidoras de tierra, que a su vez se dividen en poli, meso y 

oligohúmicas (Lavelle, 1983) y las anecicas (habitantes del suelo y consumidoras 

de hojas). Para efecto de estudios con mayor profundidad en estas categorías, se 

pueden consultar las siguientes fuentes: Lavelle (1988), Fragoso (1992), Edwards 

y Bohlen (1996), Fragoso et al., (1997) Lavelle et al., (1997) y Brown et al., (2000). 

Las categorías ecológicas a las que son asignados estos megadrilos, físicamente 

pueden ser apreciadas en el hábitat y la observación de su ciclo de vida, así como 

sus características morfológicas están asociadas al ambiente en que se 

desarrollan y coexisten. 

1.6.2 Morfología, hábitat y ciclo de vida  

Las lombrices de tierra constituyen un grupo de organismos celomados que 

presentan una serie de caracteres conspicuos (Figura 6) útiles en la construcción 

de la taxonomía de su linaje: tienen el cuerpo dividido en segmentos (metámeros) 

semejantes entre sí, excepto en la región anterior donde se presentan las 

estructuras  
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Figura 5. Esquema de la clasificación de las lombrices de 
tierra de la subclase Crassiclitellata. Para representar al 
phylum Annelida se consideró la antigua clasificación de tres 
clases (Polychaeta, Oligochaeta e Hirudinea). Sin embargo, esta 
última ha sido modificada por análisis filogenéticos y 
moleculares (McHugh, 2000; Struck et al., 2007; Zrzavy et al., 
2009). Fragoso y Rojas (2014) también señalan que en el 
análisis filogenético realizado con caracteres moleculares y 
somáticos por Zrzavy et al., (2009) los oligoquetos, los 
hirudíneos y algunos poliquetos clitelados se recuperaron como 
un grupo monofilético, denominado Clitellatomorpha. Éste 
contiene a la subclase Crassiclitellata, la cual abarca 9 órdenes. 
Dentro de éstos se encuentra el orden Haplotaxida con 26 
familias, destacando la Lumbricidae con la subfamilia 
Lumbricinae. Esta subfamila a su vez contiene 30 géneros, de 
los cuales, Aporrectodea, Lumbricus y Octolasion resaltan con 
letras rojas por ser el linaje de los organismos que se estudiaron 
en el presente trabajo. Earthworm Barcode of Life (Earthworm 
BOL). *: Se refiere a la familia “Haplotaxidae incertae sedis”, 
misma que se enuentra registrada en Earthworm Barcode of Life 
(Earthworm BOL). 
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reproductivas, mismas que han sido utilizadas en la asignación tanto de familias 

(ubicación de los poros masculinos, femeninos y prostáticos; tipo de ovarios; 

presencia/ausencia y tipo de próstatas), como de géneros (número de testículos) y 

de especies (tipo de espermateca, número y ubicación de vesículas seminales) 

(Edwards y Bohlen, 1996; Jamieson, 2001; Blakemore, 2006b), así como otras 

modificaciones asociadas con los aparatos digestivo, circulatorio y nervioso. A su 

vez, cada segmento tiene pequeñas estructuras rígidas llamadas quetas 

implicadas en la actividad de locomoción; presentan respiración cutánea, no tienen 

esqueleto, pero tienen una organización muscular longitudinal y circular. Su 

coloración está asociada a su hábitat, en rangos de pigmentación blanco, gris, 

rosa o con un color marrón rojizo. Poseen como la mayoría de los animales una 

región posterior y una región anterior donde se localiza el prostomio (boca) y un 

ganglio cerebral. No tienen ojos ni nariz, pero pueden detectar la luz y las 

vibraciones. Alcanzan un tamaño en etapa adulta que varía desde 1 cm de largo y 

2 mm de grosor, hasta 1 m y 3 cm de largo y grosor. Con el objetivo de ilustrar la 

descripción de la morfología de los anélidos, en este trabajo incluimos en las 

Figuras 7A, 7B y 7C, esquemas de la organización corporal general de: L. 

rubellus, Aporrectodea trapezoides (Dugès, 1828) y Octolasion tyrtaeum (Savigny, 

1826). 

 

El hábitat predominante de las lombrices de tierra es cualquier lugar donde haya 

tierra húmeda y material vegetal muerto; también se les encuentra en la hojarasca, 

bajo piedras, bajo la corteza de troncos húmedos, dentro de epífitas y en los 

suelos suspendidos del dosel. Las lombrices de tierra son más abundantes en las 

zonas de bosque lluvioso, pero se pueden encontrar en muchos hábitats de tierra 

como en agua dulce. Todas las especies de lombrices de tierra necesitan 

condiciones de suelo húmedo para sobrevivir (Fragoso, 2001; Fragoso y Rojas, 

2014).  
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CARACTERES MORFOLÓGICOS PARA LA IDENTIFICACIÓN DE LOMBRICES DE TIERRA 

 

 

 
Prostomio (PR): lóbulo anterior proyectado en 
frente del peristomio (primer segmento corporal), 
y arriba de la boca; hay cuatro tipos en esta 
familia en una vista dorsal. 

  
 
 
Apareamiento de quetas (AQ): pueden ser 
cerradas, dispersas y separadas. 

 

 
Poros Masculinos (PM): aberturas externas de 
los conductos masculinos por los cuales el 
esperma es liberado durante la copulación. En la 
familia lumbricidae son notorios cerca de la línea 
media sobre el segmento XV. 

 

 
Poros Femeninos (PF): aberturas externas de 
los oviductos sobre el segmento XIV en la 
familia Lumbricidae, y en la zona ventral de la 
línea medio-lateral, usualmente son más difíciles 
de visualizar que los poros masculinos. 

  
Clitelo (Cl): región epidérmica protuberante 
cuyas células glandulares  secretan  material 
para formar el cocon (cigoto). Puede ser de 
forma de silla de montar A (saddle), anillado B, 
acampanado C (flared), y D no acampanado 
(non-flared), se encuentra generalemente sobre 
los segmentos XXVI-XXXIII, dependiendo el 
género. 

 

 
Tubérculos Pubertarios  (TP): abultamiento 
glandular que aparece cerca de los márgenes 
del clitelo, no están siempre presentes y pueden 
ser continuos o discontinuos así como de forma 
y tamaño variados. 
 

 

 
Tumescencias Genitales (TG): áreas de 
epidermis modificada (protuberancias 
glandulares) sin límites distintos, a través de las 
cuales los folículos  de las quetas genitales se 
abren. 
 

 

Figura 6. Representación de los caracteres morfológicos de importancia taxonómica de 
lombrices de tierra de Lumbricidae. Las flechas indican las diferentes variaciones en las 
estructuras corporales  externas de importancia taxonómica: Tumescencias Genitales (TG), 
Tubérculo Pubertario  (TP), Clitelo (Cl), Poros Femeninos (PF), Poros Masculinos (PM), 
Apareamiento de quetas: cerradas, dispersas, o separadas, Prostomio (PR): Epilóbico, Tanilóbico, 

Prolóbico, Zigolóbico. Tomado y modificado de Reynolds (1997). 

Cerradas  Dispersas Separadas 

Prolóbico Tanilóbico

o 

Zigolóbico Epilóbico 

C 
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Figura 7. Esquemas de la organización corporal de los géneros Lumbricus, Aporrectodea y 
Octolasion. Tomadas y modificadas del atlas electrónico de fauna de la universidad de la 
Colombia Británica (Klinkenberg, 2014), las imágenes están basadas en Reynolds (1977). Figura 
7A. Vista longitudinal externa de Lumbricus rubellus, mostrando caracteres morfologicos. 1. 
Vista lateral y 2. Vista ventral. Prostomio (Pr): Poros Masculinos (PM): Poros Femeninos (PF): 
Clitelo (Cl) Tubérculos Pubertarios  (TP): Tumescencias Genitales (TG). ( 
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Figura 7B. Vista longitudinal externa de Aporrectodea trapezoides mostrando caracteres que 

se emplearon para el análisis taxonómico. 1. Vista lateral. 2. Vista ventral. Prostomio (Pr): Poros 

Masculinos (PM): Poros Femeninos (PF): Clitelo (Cl) Tubérculos Pubertarios  (TP): Tumescencias 

Genitales (TG). Tomadas y modificadas del atlas electrónico de fauna de la universidad de la 

Colombia Británica, basado en Reynolds (1977).  
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Figura 7C. Vista longitudinal externa de Octolasion tyrtaeum mostrando caracteres que se 

emplearon para el análisis taxonómico. 1. Vista dorsolateral y 2. Vista ventrolateral. 

Prostomio (Pr): Poros Masculinos (PM): Poros Femeninos (PF): Clitelo (Cl) Tubérculos 

Pubertarios  (TP): Tumescencias Genitales (TG). Tomadas y modificadas del atlas 

electrónico de fauna de la universidad de la Colombia Británica, basado en Reynolds 

(1977).  
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La mayoría de las especies de lombrices de tierra viven en el primer metro o 

menos de los suelos y pasan mucho de su tiempo debajo de la superficie donde 

existe material vegetal en descomposición. Pueden habitar regiones templadas, 

tropicales y de agua dulce. Sus territorios son muy variados observándose su 

presencia en biomas terrestres (sabanas o praderas, chaparral, forestal, selva, 

bosque y montañas), biomas acuáticos (lagos y lagunas, ríos y corrientes y 

lagunas temporales); humedales (pantano) y hábitat urbano (agrícola y ribereño). 

Todas las lombrices de tierra son hermafroditas predominando la reproducción 

sexual cruzada y algunas especies son partenogenéticas. Su ciclo de vida es muy 

sencillo y generalmente está sincronizado con la temperatura y la humedad del 

suelo. Cuando dos lombrices adultas cliteladas se acoplan, intercambian esperma 

que guardan en sus espermatecas respectivas y al separarse los dos individuos, el 

clitelo de cada uno segrega una sustancia mucilaginosa compuesta de albúmina 

que lleva los óvulos no fecundados y que se desplaza hacia adelante; durante el 

trayecto recibe el esperma almacenado en la espermateca y de este modo ocurre 

la fecundación semi-externa. La sustancia mucilaginosa se endurece y se 

convierte en un capullo, dentro del cual se desarrollan los embriones. El número 

de embriones por capullo varía, aunque es frecuente que sólo nazca una lombriz 

por capullo (Blakemore, 2006a; Brown y Fragoso, 2007; Lavelle y Spain, 2001; 

Edwards, 2004; Fragoso y Rojas, 2014). 

1.6.3 Servicios ecológicos de las lombrices de tierra 

Las lombrices de tierra viven en uno de los hábitats más diversos en el planeta: el 

suelo, compartiendo espacio con otros organismos vivos, incluyendo desde 

microrganismos; como las bacterias y los hongos, hasta macro-organismos (la 

macro-fauna) como los gusanos, ácaros, hormigas, arañas, coleópteros. Todos los 

organismos edáficos aportan servicios esenciales para el funcionamiento 

sostenible de todos los ecosistemas del planeta. Sin embargo, el grupo de las 

lombrices de tierra destaca por su valor ecológico, ya que están considerados 

como “ingenieros del ecosistema” debido a que intervienen en la disponibilidad de 

nutrientes para las plantas (Brady & Weil, 2000; Juárez, 2014), la transformación 



23 
 

física del suelo mediante la construcción de galerías, cambios de textura, 

trituración de la materia orgánica e incremento de la capacidad de infiltración del 

agua (Brussaard et al., 1997; Juárez, 2014). También, contribuyen a la 

disponibilidad de nutrientes a través de sus excretas y de sus cuerpos cuando 

mueren. Aunado a esto, cada organismo recicla nutrientes y produce diversas 

sustancias (humus, enzimas y vitaminas) que contribuyen en la conformación de 

micro-cadenas alimenticias y la regulación de las poblaciones, lo que demuestra 

que confieren estabilidad al sistema (Juárez, 2014) por su abundancia, biomasa, y 

la capacidad de procesar la materia orgánica (Brown et al., 1999; Lavelle et al., 

1997; Juárez, 2014). 

2. ANTECEDENTES DIRECTOS 

El estudio de la diversidad de especies de lombrices de tierra en México 

tradicionalmente se ha realizado desde los enfoques taxonómicos y funcionales, 

siendo la identificación de especímenes por taxonomía morfológica la principal 

fuente de evidencia para clasificar a estas especies en dos grandes grupos: las 

nativas y las exóticas. Desde el punto de vista funcional, estos anélidos se han 

clasificado por gremios ecológicos, existiendo lombrices de tierra epígeas, 

endógenas y anécicas (Fragoso, 2001). Considerando estas características 

morfológicas y funcionales, desde la mitad del siglo XX se han realizado algunos 

listados o inventarios lombrices de tierra de México indicando que existen 102 

especies descritas, 51 nativas y 51 exóticas (Fragoso y Rojas 2014), siendo los 

ambientes naturales el principal hábitat de las especies nativas (71% de registros) 

y las lombrices exóticas preferentemente habitan los ambientes perturbados. 

Además, se ha documentado que en México, las entidades federativas con mayor 

diversidad son Veracruz, Chiapas, Tamaulipas, Tabasco y  Ciudad de México 

(antes Distrito Federal) con 70, 35, 27, 26 y 25 especies respectivamente. Para el 

caso de Puebla, ubicado en el séptimo lugar nacional, se ha reportado que hay un 

total de 17 especies descritas, de las cuales 5 son nativas y 12 son exóticas 

(Fragoso y Rojas, 2014).  
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En 2010, Fragoso y Rojas señalaron que en México faltan por encontrar al menos 

130 especies; sin embargo, para agilizar la identificación de múltiples taxa de 

lombrices de tierra, se ha utilizado otra línea de investigación mediante pruebas 

moleculares con genes marcadores. Por ejemplo, en Europa, Asia y Norte 

América se ha realizado la amplificación de un fragmento estandarizado del gen 

mitocondrial MT-CO1 para identificar a estos organismos (Huang et al., 2007; 

James et al., 2010; Lang et al., 2012; Otomo et al., 2013; Pérez-Losada et al., 

2012; Pop et al., 2007). En estas investigaciones se han referenciado el uso de 

iniciadores universales de PCR para amplificar el gen MT-CO1 propuestos por 

Folmer et al. (1994). De hecho, estos iniciadores universales denominados como  

LCO1490 (5'-ggtcaacaaatcataaagatattgg-3') y HC02198 (5'-taaacttcagggtgaccaaa 

aaatca-3') se utilizan para amplificar por PCR un fragmento de 710 pb en once 

phyla: Echinodermata, Mollusca,  Pogonophora, Arthropoda, Nemertea, Echiura, 

Sipuncula, Platyhelminthes, Tardigrada,  Coelenterata y Annelida (Folmer et al, 

1994). También, en el trabajo de Decaënsa et al. (2013) se pone de manifiesto la 

importancia del uso de secuencias de ADN del gen MT-CO1 para la identificación 

y clasificación de especies, identificación de nuevos taxa, identificación de 

juveniles, detección de diversidad de “especies gemelas” (especies crípticas), así 

como rápidos estudios de biodiversidad en diferentes escalas espaciales. Lo 

anterior, tomando en consideración estudios publicados y resultados preliminares 

en el “Earthworm Barcode of Life” (EarthwormBOL) que a su vez forma parte de la 

iniciativa IBOL. 

Para finalizar este apartado, es importante considerar estudios donde se visualiza 

uno de los aspectos más interesantes del uso de secuencias de ADN con fines 

taxonómicos: la utilidad en la identificación de especies crípticas. Por ejemplo, 

Otomo et al. (2013) observó una divergencia mayor de 25% en las secuencias 

comparadas del gen de la MT-CO1, en tres poblaciones de lombrices, dos ellas 

cultivadas en laboratorio y una de campo, mismas que previamente habían sido 

referenciadas por la literatura como pertenecientes a Eisenia fetida (Savigny, 

1826), lo que demuestra la posible existencia de especies crípticas no descritas.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

En la actualidad se reconoce la importancia de las lombrices de tierra por su papel 

en la regeneración y fertilidad del suelo (Satchell, 1983; Lee, 1985; Edwards y 

Bohlen, 1996). De hecho, en el trabajo de Jones et al. (1994), se consideró que las 

lombrices de tierra son ingenieros del ecosistema, ya que intervienen en la 

aireación e infiltración del suelo y proporcionan materia orgánica disponible para 

otros organismos del suelo. Gracias al renovado interés por el suelo como fuente 

de diversidad de lombrices de tierra, se han realizado numerosos estudios  para 

identificar, clasificar y ordenar a estos organismos. De tal manera que Reynolds 

(1994) estimó que existen aproximadamente 7,254 especies de oligoquetos 

distribuidas a nivel mundial, de las cuales 5,900 especies son lombrices de tierra 

ya descritas (Blakemore, 2006b). De esta diversidad de especies de lombrices de 

tierra, en México solamente se han descrito 102 especies repartidas en  51 nativas 

y 51 exóticas (Fragoso, 2007; Fragoso y Rojas 2014). Para el caso del estado de 

Puebla tan solo se cuenta con la descripción de 17 especies distribuidas en 5 

nativas y 12 exóticas (Fragoso y Rojas, 2014). Este número reducido de especies 

de lombrices de tierra referenciadas para nuestro país y estado se debe a que la 

descripción, identificación y clasificación realizada de manera tradicional utilizando 

los enfoques de la taxonomía morfológica es un trabajo que requiere de mucho 

tiempo y de taxónomos especializados, (Fišer y Buzan, 2014; Panday et al., 2014). 

Como existe muy poco personal que se interese por realizar esta labor necesaria 

en la identificación morfológica, se ha optado por utilizar herramientas moleculares 

que permitan obtener información confiable para identificar a las lombrices de 

tierra. En la actualidad, múltiples investigaciones realizadas sobre todo en el 

continente Europeo y en Estados Unidos han demostrado que estas herramientas 

moleculares pueden resolver casos de especies crípticas y de sinonimias entre 

especies de lombrices de tierra. Estas evidencias han contribuido con el estudio 

integral y certero de la diversidad calculada en 12,000 especies de lombrices de 

tierra a nivel global (Lavelle y Lapied, 2003). 
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Sin embargo, en México el uso de herramientas moleculares para identificar a las 

230 especies estimadas de lombrices de tierra (Fragoso y Rojas 2010) aún no ha 

cobrado gran relevancia. Por lo tanto, es necesario que aunado a la descripción 

morfológica, se usen otras estrategias que favorezcan la rápida identificación de 

especies a nivel nacional y estatal, ya que con la obtención de información sobre 

nuestra diversidad se puede tener el conocimiento ecológico y de diversidad 

genética necesario para diseñar estrategias de manejo y conservación de suelos.  

Por esta razón, en el presente trabajo se pretende realizar un primer acercamiento 

en la identificación de tres géneros de lombrices de tierra de Lumbricidae de la 

comunidad de Chiautzingo Puebla, México, utilizando claves morfológicas y código 

de barras del ADN del gen MT-CO1. 

4. HIPÓTESIS 

La identificación morfológica y el empleo de la herramienta molecular código de 

barras de ADN, de forma simultánea, favorecerá la identificación con mayor 

precisión de tres géneros de lombrices de tierra de Lumbricidae. 

5. OBJETIVO GENERAL 

Identificar tres géneros de Lumbricidae mediante morfología y código de barras del 

gen MT-CO1.    

5.1 Objetivos específicos 

1. Identificar tres géneros de Lumbricidae utilizando claves taxonómicas 

basadas en caracteres morfológicos.   

2. Amplificar un segmento del gen MT-CO1 por PCR punto final utilizando 

iniciadores universales, específicos y diseñados. 

3. Realizar análisis bioinformáticos de un segmento del gen MT-CO1 para 

identificar tres géneros de Lumbricidae con código de barras de ADN. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS  

6.1 Colecta de especímenes e identificación por morfología 

Se colectaron treinta y dos lombrices de tierra (adultos y juveniles) en la localidad 

de Chiautzingo, Puebla, México, en las coordenadas 19°13'13'' N y 98°28'4204'' O, 

siguiendo el protocolo de muestreo del Tropical Soil Biology and Fertility 

(Robinson, 1994). Posteriormente, los especímenes fueron transportados al 

Centro de Agroecología (CENAGRO) de la Benemérita Universidad Autónoma de 

Puebla (BUAP). En dicho centro se procedió a la limpieza externa de los 

organismos mediante la eliminación de suelo de manera manual. Además, se 

realizó una limpieza interna para eliminar contaminantes presentes en los restos 

de tierra y desechos del sistema digestivo de cada individuo. En este 

procedimiento, los especímenes se sometieron a un proceso de drenado en 

condiciones de inanición durante 5 ó 7 días. Al término de este lapso, las 

lombrices fueron sacrificadas utilizando una solución de etanol al 30% y 

posteriormente se preservaron en etanol al 95%. De manera inmediata, se 

procedió a realizar la identificación por medio de caracteres morfológicos 

utilizando las claves morfológicas de Reynolds (1977) basadas en la disposición y 

número de quetas, número de segmentos corporales, posición y forma del 

prostomio, forma y posición del clitelo, presencia de tubérculos pubertarios, así 

como poros masculinos. En la Figura 8 se esquematiza el proceso metodológico 

del presente trabajo de tesis.  

6.2 Diseño de iniciadores para la amplificación por PCR punto final de un 

segmento del gen MT-CO1 

Las secuencias nucleotídicas para el diseño de los iniciadores específicos para 

tres géneros de Lumbricidae fueron obtenidas en formato FASTA a partir de la 

base de datos del National Center for Biothechnology Information. Se 

seleccionaron las secuencias de tres géneros pertenecientes a Lumbricidae con 

los siguientes números de identificación (GI) en el Genbank: Lumbricus: 

292807323, 229609600, 261498702, 68510140, 293633163, 292807185, 
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68510150; Aporrectodea: 378791517 y Octolasion: 68510156, 68510154, 

261498710, 371939886, 430740752.         

Todas las secuencias fueron guardadas en formato digital para realizar el 

alineamiento múltiple utilizando el programa ClustalW2, distribuido en la base de 

datos The European Bioinformatics Institute. Se eligieron las zonas de mayor 

conservación de las secuencias nucleotídicas alineadas para realizar el diseño de 

los iniciadores con el software PerlPrimer. Para obtener los mejores diseños de 

iniciadores, se tomaron en cuenta los siguientes parámetros: temperatura, 

porcentaje de guanina-citosina, formación de dímeros y especificidad de 

hibridación. Finalmente, se realizó un alineamiento local básico (Basic Local 

Alignment Search Tool, BLAST) para corroborar la especificidad en la unión de los 

iniciadores al gen MT-CO1 de lombrices de tierra. La síntesis de  los iniciadores 

seleccionados fue realizada por Integrated DNA Technologies (Foster City 

California USA), a una  concentración de 25 nm. 

6.3 Purificación de ADN genómico 

Para la extracción de ADN genómico se utilizó un espécimen por cada género 

identificado por caracteres morfológicos. Primeramente, para cada uno de éstos 

se disecó un segmento pequeño de la región anterior, caudal y lateral, con el 

objetivo de evaluar la zona de mayor eficiencia en la amplificación.  

Posteriormente, cada tejido fue fraccionado mecánicamente con la acción de un 

bisturí quirúrgico. El tejido resultante se colocó en microtubos estériles de 1.5 ml; 

se adicionaron 180 µl de Buffer ATL y 20 µl de proteinasa K. Para lograr la 

digestión del tejido, se mezcló por agitación en un vórtex y se incubó a 56 °C hasta 

observar una lisis completa.  

Más tarde, se procedió a realizar una agitación con vórtex durante 15 s e 

inmediatamente se agregaron 200 µl de Buffer AL. Se mezcló por agitación y las 

muestras se incubaron a 56 °C por 10 min. Se adicionaron 200 µl de etanol (96-

100%) libre de RNAsas y se mezclaron por agitación vigorosa. El homogenado fue 

transferido a una columna Mini spin DNeasy Blood y Tissue Kit (Qiagen Hilden, 
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Germany) y se procedió a una centrifugación a 8000 rpm por 1 min. El 

sobrenadante se desechó, se adicionaron 500 µl de Buffer AW1 y nuevamente la 

columna se colocó en un tubo colector nuevo. Las muestras se centrifugaron 

durante 1 min a 8000 rpm; el sobrenadante y el tubo colector fueron descartados. 

La columna spin se colocó en un tubo colector nuevo, se adicionaron 500 µl de 

Buffer AW2 y se centrifugó durante 3 min a 14000 rpm. El sobrenadante fue 

desechado y la columna se transfirió a un microtubo de 1.5 ml estéril para realizar 

la elución del ADN genómico. Se adicionaron 30 µl de agua estéril (agua PISA) en 

el centro de la membrana de la columna, se incubó por 1 min a 25 °C y se 

centrifugó a 8000 rpm por 1 min. Para incrementar el rendimiento en la elución del 

ADN, se adicionaron 20 µl más de agua PISA y se efectuó el mismo procedimiento 

que en el paso anterior. El ADN genómico fue almacenado a -20°C hasta su uso 

posterior. La cuantificación de la concentración y pureza de los ADN obtenidos se 

analizó mediante la lectura a 260 y 280 nm en un espectrofotómetro NanoDrop 

2000 (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). La integridad del ADN se verificó por 

una electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE, durante 1.5 h, a 60 mV.  

6.4 Amplificación del gen MT-CO1 con iniciadores universales, específicos y 

de diseño 

El gen MT-CO1 fue amplificado empleando iniciadores universales, específicos y 

diseñados en el laboratorio. Para el caso de las reacciones de amplificación por 

PCR, utilizando los iniciadores universales reportados por Folmer et al. (1994), se 

mezclaron 10 ng de ADN genómico extraído ya sea de la sección anterior, caudal  

o lateral, 200 µM de una mezcla de los nucleótidos (dNTPs), 1 µM de cada 

iniciador (LCO1490 5’ GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’ y HC02198 5’ TAA 

ACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3´), 1.5 mM de MgCl2, 1.25 Unidades de Taq 

polimerasa, 1X de amortiguador para PCR (Invitrogen, Grand Island, NY) y agua 

estéril a un volumen final de 20 µl. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un 

termociclador Techne TC-512 (Bibby Scientific  Staffordshire, UK) de acuerdo al 

siguiente programa de ciclado: desnaturalización inicial a 95°C por 3 min, 35 ciclos 

de 95°C durante 1 min, 40°C durante 1 min y 1.5 min a 72°C, seguido de un paso 

de extensión final a 72°C por 7 min.  
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También, se realizó una amplificación por PCR empleando los iniciadores 

específicos referenciados por Fernández et al. (2011). Las mezclas de reacción 

contenían 10 ng de ADN genómico extraído de diferentes secciones corporales, 

200 µM de una mezcla de los nucleótidos (dNTPs), 1 µM de cada iniciador 

(LCO_AT 5´ CATTYGTRATAATYTTCTTT 3´ y HCO_AT 5´ GCTGATATARAATA 

GGGTCTC 3´), 1.5 mM de MgCl2, 2.5 U de Taq polimerasa, 1X de amortiguador 

para PCR (Invitrogen, Grand Island, NY) y agua estéril a un volumen final de 20 µl. 

Las condiciones de amplificación en el termociclador Techne TC-512 fueron: 

desnaturalización inicial a 95°C por 15 s, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 s, 

50°C durante 70 s y 72°C por 1.5 min, terminando con una extensión final de 72°C 

por 10 min. Además, el gen MT-CO1 fue amplificado utilizando iniciadores 

diseñados específicamente para zonas conservadas en los tres géneros de 

lombrices utilizadas en este trabajo. Las mezclas de reacción se elaboraron con 

10 ng de ADN genómico extraído de diferentes secciones corporales, 200 µM  de 

la mezcla de dNTPs, 1 µM de cada iniciador (COI ANF 5´ 

GGAGTTTGAGCTGGWATAGT 3´ y COI ANR 5´ CNCCVGCAGGGTCAAARAA 

3´), 1.5 mM de MgCl2, 2.5 U de Taq polimerasa, 1X de amortiguador para PCR 

(Invitrogen, Grand Island, NY) y agua estéril a un volumen final de 20 µl. Las 

condiciones de amplificación en el termociclador Techne TC-512 fueron: 

desnaturalización inicial a 94°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 94°C por 1 min, 

55°C durante 1 min y 72°C por 1.5 min, terminando con una extensión final de 

72°C por 10 min. Todos los amplicones de PCR fueron analizados en geles de 

agarosa al 1%, teñidos con el amortiguador EZ-VisionTM (Amresco, USA)  y 

visualizados en un transiluminador de luz UV. 

6.5 Secuenciación de los amplicones de PCR  

Los amplicones obtenidos fueron purificados a partir de geles de agarosa 

utilizando el Kit  QIAquick Gel  Extraction (QIAGEN, Hilden, D-40724, Germany). 

Brevemente, se cortó el segmento del gel de agarosa donde se localizaba el 

amplicón y se adicionaron tres volúmenes (1 volumen ≈ 100 µl) del amortiguador 

QG. Posteriormente, se adicionó un volumen de isopropanol y se mezcló por 
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inversión. La solución resultante se depositó en una columna QIAquick y se 

centrifugó por 1 min. Se descartó el sobrenadante, se agregaron 500 µl del 

amortiguador QG y se centrifugaron durante 1 min. La columna se lavó con 750 µl 

de amortiguador PE y se centrifugó por 1 min. El sobrenadante se eliminó y se 

colocó la columna QIAquick en un microtubo estéril. Finalmente, el ADN se eluyó 

de la columna con 30 µl de agua estéril. Todas las centrifugaciones se realizaron a 

13 000 rpm en una centrifuga refrigerada Hettich (Hettich, Germany). El ADN 

purificado se cuantificó por las lecturas de absorbancia a 260 nm y 280 nm, 

utilizando un espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, MA, 

USA). Una vez purificados y cuantificada la concentración de los amplicones 

obtenidos por PCR, se procedió a realizar la secuenciación de ADN en el Centro 

de Detección Biomolecular de la BUAP por medio del método de SANGER, 

utilizando un equipo GenomeLab GeXP de Beckman Coulter (Brea, CA, USA).   

6.6 Análisis bioinformáticos 

Las secuencias ordenadas de nucleótidos de gen MT-CO1 fueron visualizadas en 

el programa Chromas versión 2.4.4 y editadas utilizando el programa BioEdit  

v7.2.5 ambos de libre distribución. Las secuencias sentido se registraron en la 

base de datos BOLD para obtener el código de barras y el reporte taxonómico que 

indica el porcentaje de identidad con secuencias de referencia de la base de 

datos. Además, con las secuencias de un segmento del gen MT-CO1 sentido de 

tres especímenes se realizó un BLAST para obtener el porcentaje de similitud con 

las secuencias registradas en la base de datos internacional Genbank (NCBI).  
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Figura 8. Esquema de la metodología para identificar a los géneros Lumbricus, Aporrectodea y Octolasion, mediante morfología y código de barras de 
ADN. 
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7. RESULTADOS 

7.1 Identificación de especímenes por morfología 

Con la finalidad de identificar a las lombrices de tierra mediante morfología, se 

colectaron treinta y dos especímenes en la localidad de Chiautzingo, Puebla, 

México. Como primer paso se utilizaron las claves taxonómicas de Reynolds 

(1977) para identificarlas, de acuerdo a caracteres de importancia taxonómica 

(sección 6.1). Con este sistema pudieron ser identificados ocho especímenes 

pertenecientes a Lumbricus rubellus (Hoffmeister, 1843), catorce organismos 

fueron determinados con el género Aporrectodea  y siete individuos determinados 

para el género Octolasion (Cuadro 1 y Figura 9); sólo tres especímenes no 

pudieron ser identificados debido a deformaciones en algunas estructuras de la 

sección corporal anterior (Figura 9). Utilizando las claves taxonómicas que 

implican la determinación de la forma del prostomio, la presencia del poro 

masculino en el segmento 15 como indicio de pertenencia a Lumbricidae, la 

presencia y posición del clitelo, la posición de las quetas y los tubérculos 

pubertarios, se puede  llegar a una identificación hasta género.  

7.2 Diseño de iniciadores de PCR específicos de la familia Lumbricidae para 

amplificar el gen MT- CO1 

Se localizaron dos zonas altamente conservadas (A y B) en el segmento 5’ para el 

diseño del iniciador sentido y tres zonas conservadas (C, D y E) en el segmento 3’ 

para el iniciador antisentido, en un alineamiento múltiple (Figura 10) de las 

secuencias parciales del gen MT-CO1 recuperadas del National Center for 

Biothechnology Information (NCBI): Lumbricus: 292807185, 68510150, 68510140, 

293633163, 292807323, 229609600 y 261498702; Aporrectodea: 378791517; 

Octolasion: 68510156, 68510154, 430740752, 261498710 y 371939886. 

Finalmente, con las regiones conservadas del alineamiento múltiple de las 

secuencias del gen MT-CO1 se obtuvieron nueve pares de iniciadores para la 

amplificación por PCR. Cabe mencionar que debido a la variación en las secuencias, 
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Cuadro 1. Caracteres morfológicos utilizados para identificar a los treinta y dos 
especímenes colectados. Mediante las claves de Reynolds (1977) se consideraron criterios como 
la forma del prostomio, el poro masculino en el segmento 15, rasgo característico para la distinción 
de la familia Lumbricidae, la presencia y posición del clitelo, la disposición en el apareamiento de 
las quetas, la presencia de tubérculos pubertarios, resultando ocho organismos de la especie 
Lumbricus rubellus, catorce especímenes del género Aporrectodea, siete individuos del género 
Octolasion y tres no identificadas.  

Muestra  Prostomio PM 
Segmento 

Clitelo 
Segmento 

Quetas TP  
Segmento 

Nombre 

1 Epilóbico XV 22-27  x No identifficada 

2 Epilóbico XV x Cerradas x No identifficada 

3 Tanilóbico  XV x Cerradas x Lumbricus rubellus 

4 Tanilóbico XV x Cerradas x Lumbricus rubellus 

5 Tanilóbico XV x Cerradas x Lumbricus rubellus 

6 Tanilóbico XV x Cerradas x Lumbricus rubellus 

7 Tanilóbico XV x Cerradas x Lumbricus rubellus 

8 Tanilóbico XV x Cerradas x Lumbricus rubellus 

9 Tanilóbico XV x Cerradas x Lumbricus rubellus 

10 Tanilóbico X x Cerradas x Lumbricus rubellus 

11 Epilóbico X x Cerradas x Aporrectodea 

12 Epilóbico X x Cerradas x Aporrectodea 

13 Epilóbico  XV x Cerradas x Aporrectodea 

14 Epilóbico XV x Cerradas x Aporrectodea 

15 Epilóbico XV x Cerradas x Aporrectodea 

16 Epilóbico XV x Cerradas x Aporrectodea 

17 Epilóbico XV x Cerradas x Aporrectodea 

18 Epilóbico XV x Cerradas x Aporrectodea 

19 Epilóbico XV x Cerradas x Aporrectodea 

20 Epilóbico XV x Cerradas x Aporrectodea 

21 Epilóbico XV x Cerradas x Aporrectodea 

22 Epilóbico XV x Cerradas x Aporrectodea 

23 Epilóbico XV x Cerradas x Aporrectodea 

24 Epilóbico XV x Cerradas x Aporrectodea 

25 Epilóbico XV A 30-34  Cerradas x No identifficada 

26 Epilóbico XV 30-35 Cerradas x Octolasion 

27 Epilóbico XV 30-35 Cerradas x Octolasion 

28 Epilóbico XV 30-35 Cerradas x Octolasion 

29 Epilóbico XV 30-35 Cerradas x Octolasion 

30 Epilóbico XV 30-35 Cerradas x Octolasion 

31 Epilóbico XV 30-35 36 Cerradas x Octolasion 

32 Epilóbico XV 30-35 Cerradas x Octolasion 
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Figura 9. Organismos identificados. Del total de treinta y dos especímenes colectados en la localidad de Chiautzingo Puebla, México y de 

acuerdo a la identificación morfológica resultaron ocho individuos de la especie Lumbricus rubellus, catorce del género Aporrectodea y siete del 

género Octolasion, de los cuales sólo a tres organismos (un representante de cada género) se les realizó la identificación molecular. NIC: número 

de individuos colectados. 
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Figura 10. Alineamiento múltiple de secuencias nucleotídicas homólogas del gen MT-CO1 en 

Lumbricus, Aporrectodea y Octolasion. En la imagen se aprecian las zonas A, B, C, D y E 

(recuadros coloreados) con alto grado de conservación indicadas con asteriscos; la longitud de las 

secuencias conservadas es cercana a 20 pb. Las zonas A y B se encuentran posicionadas al inicio 

del segmento del gen y las zonas C, D y E se posicionan al final. 

  Lumbricus       AACTCTATACTTCATTCTGGGGGTGTGAGCTGGAATAGTGGGAGCTGGGATAAGACTCCT 60 

Lumbricus       AACTCTATATTTTATCCTCGGGGTATGAGCTGGTATAGTGGGAGCCGGGATAAGACTCCT 60 

Lumbricus       AACTCTATACTTCATTCTTGGGGTGTGGGCTGGCATGGTAGGGGCCGGAATAAGACTTCT 60 

Lumbricus       AACTCTATATTTCATTCTCGGGGTCTGAGCTGGAATGGTGGGAGCCGGGATAAGACTTCT 60 

Lumbricus       AACCCTATACTTCATTCTTGGAGTATGAGCTGGAATGGTGGGAGCCGGAATAAGACTTCT 60 

Lumbricus       AACTTTATACTTTATCCTTGGAGTTTGGGCTGGAATAGTTGGAGCAGGTATAAGCCTTCT 60 

Lumbricus       AACTTTATACTTTATTCTCGGAGTATGGGCTGGAATAGTGGGAGCCGGAATAAGACTTCT 60 

Aporrectodea    AACCCTATATTTCATTCTAGGAGTTTGAGCTGGCATAGTAGGTGCTGGCATAAGACTTCT 60 

Octolasion      AACTCTATACTTTATTCTCGGAGTTTGAGCCGGTATAGTAGGAGCAGGAATAAGCCTATT 60 

Octolasion      AACTCTATACTTTATTTTAGGGGTTTGAGCCGGTATGGTAGGAGCAGGAATGAGCCTATT 60 

Octolasion      GACCCTATACTTCATTCTAGGAGTTTGAGCAGGTATAGTTGGAGCAGGTATAAGCCTATT 60 

Octolasion      AACCCTATACTTCATTCTAGGAGTTTGAGCAGGTATAGTTGGAGCAGGTATAAGCCTATT 60 

Octolasion      AACCCTATACTTTATTCTCGGAGTTTGAGCCGGTATAGTTGGAGCAGGTATAAGCCTTCT 60 

                .**  **** ** **  * **.** **.** ** **.** ** ** ** **.**.**  * 

 
Lumbricus       AACTCTATACTTCATTCTGGGGGTGTGAGCTGGAATAGTGGGAGCTGGGATAAGACTCCT 60 

Lumbricus       AACTCTATATTTTATCCTCGGGGTATGAGCTGGTATAGTGGGAGCCGGGATAAGACTCCT 60 

Lumbricus       AACTCTATACTTCATTCTTGGGGTGTGGGCTGGCATGGTAGGGGCCGGAATAAGACTTCT 60 

Lumbricus       AACTCTATATTTCATTCTCGGGGTCTGAGCTGGAATGGTGGGAGCCGGGATAAGACTTCT 60 

Lumbricus       AACCCTATACTTCATTCTTGGAGTATGAGCTGGAATGGTGGGAGCCGGAATAAGACTTCT 60 

Lumbricus       AACTTTATACTTTATCCTTGGAGTTTGGGCTGGAATAGTTGGAGCAGGTATAAGCCTTCT 60 

Lumbricus       AACTTTATACTTTATTCTCGGAGTATGGGCTGGAATAGTGGGAGCCGGAATAAGACTTCT 60 

Aporrectodea    AACCCTATATTTCATTCTAGGAGTTTGAGCTGGCATAGTAGGTGCTGGCATAAGACTTCT 60 

Octolasion      AACTCTATACTTTATTCTCGGAGTTTGAGCCGGTATAGTAGGAGCAGGAATAAGCCTATT 60 

Octolasion      AACTCTATACTTTATTTTAGGGGTTTGAGCCGGTATGGTAGGAGCAGGAATGAGCCTATT 60 

Octolasion      GACCCTATACTTCATTCTAGGAGTTTGAGCAGGTATAGTTGGAGCAGGTATAAGCCTATT 60 

Octolasion      AACCCTATACTTCATTCTAGGAGTTTGAGCAGGTATAGTTGGAGCAGGTATAAGCCTATT 60 

Octolasion      AACCCTATACTTTATTCTCGGAGTTTGAGCCGGTATAGTTGGAGCAGGTATAAGCCTTCT 60 

                .**  **** ** **  * **.** **.** ** **.** ** ** ** **.**.**  * 

 

Lumbricus       CACTTCATTTTTCGACCCAGCAGGAGGGGGGGATCCAATTCTTTACCA---------- 648 

Lumbricus       CACCTCATTTTTCGATCCTGCTGGGGGTGGAGATCCAATTTTAT-------------- 644 

Lumbricus       TACTTCATTTTTCGACCCCGCTGGTGGGGGTGATCCAATTTTATACCAACACCTTTTC 658 

Lumbricus       TACATCATTTTTTGATCCTGCGGGAGGAGGGGATCCTATCCTCTATCAACATCTCTTT 658 

Lumbricus       TACGTCATTTTTTGACCCTGCGGGGGGGGGAGACCCTATCCTATATCAACATCTCTTC 658 

Lumbricus       CACATCATTCTTTGACCCAGCCGGAGGTGGAGATCCAATCCTATACCAACACCTTTTC 658 

Lumbricus       TACATCATTCTTTGACCCTGCGGGAGGTGGAGATCCAATTCTATATCAACACCTTTTC 658 

Aporrectodea    CACTTCATTCTTCGACCCCGCTGGAGGAGGTGACCCAATTTTATATCAGCATCTATTT 658 

Octolasion      TACGTCATTCTTTGACCCTGCCGGTGGCGGAGACCCTATTCTTTACCAACATCTATTC 658 

Octolasion      TACGTCATTCTTTGACCCTGCTGGAGGGGGGGACCCTATTTTATATCAACACTTATTC 658 

Octolasion      TACGTCATTCTTTGACCCTGCTGGCGGGGGGGACCCTATTTTATATCAACACTTATTC 658 

Octolasion      TACCTCATTTTTTGATCCTGCTGGCGGAGGTGACCCCATTTTATATCAACATTTATTC 658 

                 ** ***** ** ** ** ** ** ** ** ** ** **  * * 

 

Lumbricus       CACTTCATTTTTCGACCCAGCAGGAGGGGGGGATCCAATTCTTTACCA---------- 648 

Lumbricus       CACCTCATTTTTCGATCCTGCTGGGGGTGGAGATCCAATTTTAT-------------- 644 

Lumbricus       TACTTCATTTTTCGACCCCGCTGGTGGGGGTGATCCAATTTTATACCAACACCTTTTC 658 

Lumbricus       TACATCATTTTTTGATCCTGCGGGAGGAGGGGATCCTATCCTCTATCAACATCTCTTT 658 

Lumbricus       TACGTCATTTTTTGACCCTGCGGGGGGGGGAGACCCTATCCTATATCAACATCTCTTC 658 

Lumbricus       CACATCATTCTTTGACCCAGCCGGAGGTGGAGATCCAATCCTATACCAACACCTTTTC 658 

Lumbricus       TACATCATTCTTTGACCCTGCGGGAGGTGGAGATCCAATTCTATATCAACACCTTTTC 658 

Aporrectodea    CACTTCATTCTTCGACCCCGCTGGAGGAGGTGACCCAATTTTATATCAGCATCTATTT 658 

Octolasion      TACGTCATTCTTTGACCCTGCCGGTGGCGGAGACCCTATTCTTTACCAACATCTATTC 658 

Octolasion      TACGTCATTCTTTGACCCTGCTGGAGGGGGGGACCCTATTTTATATCAACACTTATTC 658 

Octolasion      TACGTCATTCTTTGACCCTGCTGGCGGGGGGGACCCTATTTTATATCAACACTTATTC 658 

Octolasion      TACCTCATTTTTTGATCCTGCTGGCGGAGGTGACCCCATTTTATATCAACATTTATTC 658 

                 ** ***** ** ** ** ** ** ** ** ** ** **  * *  

 

Lumbricus       CACTTCATTTTTCGACCCAGCAGGAGGGGGGGATCCAATTCTTTACCA---------- 648 

Lumbricus       CACCTCATTTTTCGATCCTGCTGGGGGTGGAGATCCAATTTTAT-------------- 644 

Lumbricus       TACTTCATTTTTCGACCCCGCTGGTGGGGGTGATCCAATTTTATACCAACACCTTTTC 658 

Lumbricus       TACATCATTTTTTGATCCTGCGGGAGGAGGGGATCCTATCCTCTATCAACATCTCTTT 658 

Lumbricus       TACGTCATTTTTTGACCCTGCGGGGGGGGGAGACCCTATCCTATATCAACATCTCTTC 658 

Lumbricus       CACATCATTCTTTGACCCAGCCGGAGGTGGAGATCCAATCCTATACCAACACCTTTTC 658 

Lumbricus       TACATCATTCTTTGACCCTGCGGGAGGTGGAGATCCAATTCTATATCAACACCTTTTC 658 

Aporrectodea    CACTTCATTCTTCGACCCCGCTGGAGGAGGTGACCCAATTTTATATCAGCATCTATTT 658 

Octolasion      TACGTCATTCTTTGACCCTGCCGGTGGCGGAGACCCTATTCTTTACCAACATCTATTC 658 

Octolasion      TACGTCATTCTTTGACCCTGCTGGAGGGGGGGACCCTATTTTATATCAACACTTATTC 658 

Octolasion      TACGTCATTCTTTGACCCTGCTGGCGGGGGGGACCCTATTTTATATCAACACTTATTC 658 

Octolasion      TACCTCATTTTTTGATCCTGCTGGCGGAGGTGACCCCATTTTATATCAACATTTATTC 658 

                   ** ***** ** ** ** ** ** ** ** ** ** **  * *               
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fue necesario incluir bases degeneradas para el diseño de los iniciadores 

analizados con el Multiple Primer Analyzer © 2015 Thermo Fisher Scientific Inc. 

Tanto para los iniciadores con bases degeneradas y sin degenerar, se llevó a cabo 

un análisis comparativo de las diferentes parejas de iniciadores sentido y 

antisentido para elegir los mejores diseños para su síntesis química (Cuadro 2). 

Las secuencias seleccionadas fueron iniciador sentido COIANF 

5´GGAGTTTGAGCTGGWATAGT3´ e iniciador antisentido COIANR 5´CNCCVG 

CAGGGTCAAARAA3´ (Cuadro 3) debido a sus características adecuadas de Tm, 

%GC, longitud, formación de dímeros y especificidad.  

7.3 Purificación de ADN genómico de secciones anteriores, caudales y 

laterales 

Una vez que se realizó el diseño de los iniciadores para la amplificación del gen 

MT-CO1, se procedió a estandarizar la purificación del ADN genómico. El ADN fue 

extraído ya sea de una sección cefálica, caudal o lateral de un organismo de cada 

uno de los tres géneros identificados por morfología. Aproximadamente 100 mg de 

tejido fue seccionado de los especímenes preservados en etanol al 95%. Para el 

espécimen con el número 29 identificado morfológicamente como L. rubellus, se 

purificó el ADN de un segmento de tejido caudal y de la región cefálica. Para el 

caso del individuo con número de identificación “15” morfológicamente como 

perteneciente al género Aporrectodea y el espécimen marcado con el número “4” 

adjudicado al género Octalasion, se extrajo el ADN de la sección lateral y caudal. 

Los tejidos disecados se purificaron con el Kit DNeasy Blood y Tissue Kit De 

Qiagen. A continuación, se realizó una cuantificación de la concentración y pureza 

de los ADN genómicos extraídos mediante espectrofotometría. Se realizó la 

lectura de la absorbancia del ADN purificado a una longitud de onda de 260 nm y 

280 nm en un espectro de luz UV. Los datos de concentración y pureza de las 

muestras se indican en el Cuadro 4. Para verificar que al ADN genómico estuviera 

en condiciones óptimas para ser utilizado como templado de PCR, se llevó a cabo 

una electroforesis en gel de agarosa para visualizar la integridad de estos ácidos 

nucleicos. En la Figura 11 se muestra que todos los ADN genómicos extraídos no 

tienen rastros de degradación indicando que las condiciones de extracción del 
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ADN son óptimas para obtener muestras en concentración, pureza e integridad 

adecuadas. 

Cuadro 2.  Combinaciones  de los iniciadores sentido y antisentido diseñados. Análisis con el 

Multiple Primer Analyzer © 2015 Thermo Fisher Scientific Inc. Considerando los parámetros 

Temperatura (Tm °C), contenido de GC (%), densidad óptica (DO), longitud (PB).  

 

No. Iniciador Secuencia Tm °C % GC PB 

1 Sentido TATACTTYATTCTVGGAGTDT 51.2 31 21 

 Anti-sentido TATARAATTGGRTCTCCCCC 60.7 45 20 

2 Sentido TATACTTYATTCTVGGAGTDT 51.2 31 21 

 Anti-sentido GGRTCHCCHCCTCCAGCAGG 72.1 70.8 20 

3 Sentido TATACTTYATTCTVGGAGTDT 51.2 31 21 

 Anti-sentido CCCCCTCCTGCAGGGTCAAAAAA 62.3 44.4 18 

  CCHCCNCCVGCAGGGTCAAARAA 66.1 53.7 18 

4 Sentido GGAGTTTGAGCTGGWATAGT 56.7 45 20 

 Anti-sentido TATARAATTGGRTCTCCCCC 60.7 45 20 

5 Sentido GGAGTTTGAGCTGGWATAGT 56.7 45 20 

 Anti-sentido GGRTCHCCHCCTCCAGCAGG 72.1 70.8 20 

6 Sentido GGAGTTTGAGCTGGWATAGT 56.7 45 20 

 Anti-sentido CCCCCTCCTGCAGGGTCAAAAAA 63.2 47.4 19 

  CCHCCNCCVGCAGGGTCAAARAA 68.8 56.1 19 

7 Sentido GGAGTATGGGCTGGAATAGT 59.9 50 20 

 Anti-sentido TATARAATTGGRTCTCCCCC 60.7 45 20 

8 Sentido GGAGTATGGGCTGGAATAGT 59.9 50 20 

 Anti-sentido GGRTCHCCHCCTCCAGCAGG 72.1 70.8 20 

9 Sentido GGAGTATGGGCTGGAATAGT 59.9 50 20 

 Anti-sentido CCCCCTCCTGCAGGGTCAAAAAA 60.5 52.9 17 

  CCHCCNCCVGCAGGGTCAAARAA 66.6 62.7 17 

  CCHCCNCCVGCAGGGTCAAARAA 76.9 60.9 23 

 

Cuadro 3. Valores de los parámetros de los iniciadores sentido y antisentido para su 
síntesis química. Temperatura (Tm °C), contenido de GC (%), densidad óptica (DO), longitud 
(PB). 

 
Iniciadores Secuencia Tm % GC PM PB 

COI ANF 5´GGAGTTTGAGCTGGWATAGT ´3 51.6°C 45 6,247.60 20 

COI ANR 5’CNCCVGCAGGGTCAAARAA3´ 57.4°C 56 5,824.90 19 
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Cuadro 4. Lectura de la densidad óptica del ADN genómico mediante espectrofotometría con 
absorbancia a 260 nm y 280 nm en un espectro de luz UV.  
 
 

ID Muestra Región [ADN] ng/µl A260 A280 260/280 260/230 Factor 

29 Lumbricus rubelus Anterior 350.2 7.005 3.279 2.14 2.08 50 

29 Lumbricus rubelus caudal 126.9 2.538 1.193 2.13 1.61 50 

15 Aporrectodea lateral 146.9 2.938 1.409 2.09 1.78 50 

15 Aporrectodea caudal 225.9 4.519 2.188 2.07 1.79 50 

4 Octolasion lateral 89.6 1.792 0.877 2.04 1.04 50 

4 Octolasion caudal 101.1 2.023 0.978 2.07 1.59 50 

 

 

7.4 Amplificación del gen MT-CO1 con iniciadores universales, específicos y 

de diseño 

Comprobada la calidad e integridad del ADN genómico, se procedió a efectuar las 

amplificaciones por PCR del gen MT-CO1, utilizando los iniciadores universales 

específicos de género y diseñados para los tres géneros de Lumbricidae. Para el 

par de iniciadores universales referenciados por Folmer et al. (1994) se observó la 

amplificación de un solo producto de PCR con aproximadamente 710 pb, 

correspondiente al peso molecular esperado. En el caso de Octolasion, se 

obtuvieron dos amplicones uno de 710 pb y otro de menor peso molecular con 

 
 

 
 
Figura 11.  Electroforesis en gel de agarosa del ADN genómico extraído de diferentes 
secciones corporales. Los amplicones fueron separados por electroforesis en gel de agarosa y 
teñidos con EZ-Vision con un marcador molecular ADN Ladder 100 pb. Carril 1: tejido de 
Lumbricus rubellus región cefálica; Carril 2: sección caudal de L. rubellus; Carril 3: tejido de 
Aporrectodea, región lateral; Carril 4: tejido de Aporrectodea, región caudal; Carril 5: Octolasion, 
región lateral; Carril 6: Octolasion, región caudal. La figura muestra que todos los ADN genómicos 
extraídos no se encuentran degradados. 

    1           2        3         4          5         6     

ADN 

genómico 



40 
 

alrededor de 280 pb, el cual puede deberse a una reacción inespecífica (Figura 12 

A). Los iniciadores específicos reportados por Fernández et al., (2011) 

amplificaron un producto de 550 pb solamente para las muestras caudales y 

laterales de Aporrectodea. Este resultado constata la especificidad reportada de 

estos iniciadores únicamente para este género. El tamaño del amplicón obtenido 

correspondió al peso molecular esperado; sin embargo, se observó mayor 

eficiencia en la amplificación del tejido caudal con respecto al tejido de la sección 

lateral (Figura 12 B). Finalmente, con los iniciadores diseñados se visualizaron los 

productos amplificados con el peso molecular estimado (600 pb). Se obtuvo un 

solo amplicón para los tejidos tanto de zonas cefálicas, como de zonas laterales y 

caudales en los tres organismos de L. rubellus, Aporrectodea y Octolasion (Figura 

12 C). 

El uso de tres pares de iniciadores para amplificar el gen MT-CO1 se debió, en 

primer lugar, al uso de un control positivo en el caso de los iniciadores universales 

reportados por Folmer et al. (1994), ya que son útiles para la amplificación en 11 

phyla. En segundo lugar, el empleo de los iniciadores probados por Fernández et 

al. (2011) se utilizó como control interno para verificar la eficiencia de las 

amplificaciones de productos específicos. En tercer lugar, los iniciadores para los 

tres géneros de Lumbricidae se diseñaron para asegurar la obtención de 

amplicones específicos para integrantes de esta familia ya identificados por 

morfología. En las tres amplificaciones, utilizando los diferentes iniciadores, se 

observó una banda nítida y de mayor intensidad en las regiones caudales de los 

tres organismos representantes de cada género. Por tal razón, para realizar la 

secuenciación de secciones estandarizadas del gen MT-CO1, se utilizaron 

solamente las regiones caudales amplificadas con los iniciadores LCO1490, 

HCO2198, COI ANF y COI ANR.   
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Figura 12. Amplificación por PCR del segmento del gen MT-CO1 de Lumbricus, 
Aporrectodea y Octolasion. Carril 1: región anterior de Lumbricus rubellus, carril 2: sección 
caudal de Lumbricus rubellus, carril 3: región lateral de Aporrectodea carril 4: región caudal de 
Aporrectodea, carril 5: región lateral de Octolasion, carril 6: región caudal de Octolasion. Carril 7 
marcador de peso molecular ADN Ladder 100 pb. Los amplicones fueron separados por 
electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % y teñidos con EZ-Vision. Figura 12A. PCR utilizando 
iniciadores universales reportados por Folmer et al. (1994), 710 pb. Figura 12B. PCR 
empleando los iniciadores específicos para Aporrectodea (Fernández et al., 2011) 550 pb. 
Figura 12C. Productos de PCR utilizando los iniciadores de diseño. El tamaño del producto 

corresponde a 600 pb.    

 

7.5 Análisis bioinformáticos de las secuencias  

7.5.1 Obtención de las secuencias, electroferogramas y código de barras 

El ordenamiento de nucleótidos de las secuencias parciales del gen MT-CO1 se 

efectuó en el Centro de Detección Biomolecular de la BUAP, mediante el método 

de SANGER. Se obtuvieron doce secuencias amplificadas de las regiones 

caudales de los organismos identificados morfológicamente como L. rubellus, 

Aporrectodea sp. y Octolasion sp. Seis secuencias correspondieron a los 

iniciadores sentido (LCO 1490, COI ANF) y seis a los iniciadores antisentido 

(HCO2198, COI ANR). Todas las secuencias fueron visualizadas en el formato de 

 1      2        3       4        5       6    MPM 

     1      2      3      4       5     6    MPM 

710 pb 

550 pb 

600 pb 

A B 

C 

    1       2      3      4        5      6    MPM 
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electroferograma utilizando el programa Chromas 2.4.4 y se seleccionaron las 

secuencias de mejor calidad para obtener el código de barras y hacer la 

comparación con las bases de datos BOLD y NCBI. Con las secuencias sin editar 

amplificadas con los iniciadores sentido COI ANF y LCO1490, se realizó un 

registro en la base de datos BOLD para obtener el código de barras de los 

especímenes representantes de los tres géneros de lombrices de tierra (Cuadros 

5A, 5B y 5C). Las secuencias se presentan gráficamente por medio de un 

segmento de cada uno de los electroferogramas correspondientes, visualizados 

con la versión 7.2.5 del programa BioEdit. También se indica la secuencia sentido 

en formato FASTA y su correspondiente código de barras representando por 

líneas verdes (adeninas), rojas (timinas), negras (guaninas) y azules (citosinas).  

7.5.2 Reporte en BOLD y Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) en NCBI 

Una vez adquiridos los códigos de barras de un segmento del gen MT-CO1 se 

obtuvo el reporte taxonómico de BOLD, el cual indica el porcentaje de similitud de 

nuestras secuencias con secuencias de referencia registradas en esta base de 

datos. Este reporte reveló que la secuencia sentido del espécimen identificado por 

morfología como L. rubellus presenta un intervalo de similitud entre 90.51%-89.78,  

con L. rubellus 90.51%, con Lumbricus sp. y 89.78% con Lumbricus castaneus. 

Para el caso de la secuencia del espécimen clasificado como  Aporrectodea sp., 

se obtuvo un porcentaje de similitud de 97.1%-97.06% con A. caliginosa y un 

96.91% con A. caliginosa L2. Finalmente, la secuencia del organismo reconocido 

morfológicamente como Octolasion sp. es 97.51% similar a la secuencia de O. 

tyrtaeum (Cuadro 6). Posteriormente, para contrastar el porcentaje de similitud 

entre las secuencias de referencia y las secuencias obtenidas en este trabajo, se 

realizó un alineamiento local básico (BLAST) en la base de datos del NCBI. 
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Cuadro 5A. Segmento del electroferograma, secuencia y código de barras con el iniciador COIANF para Lumbricus rubellus. 

Electroferograma Secuencia Código de Barras 

 

> Lumbricus rubellus COIANF  
CTCATCCGAATCGAACTAAGGCAACCTGGTGCATTCCTAGGCAGAGATCAACTT
TACAATCAATTGTCACTGCTCATGCATTTGTTATAATCTTCTTCTTAATTATACCC
GTGTTCATTGGTGGGTTTGGAAACTGATTACTCCCATTAATACTTGGTGCCCCC
GCATATATACATTTCCCCGCCTAAATATATATATAGATATTTGACATACATACACT
CCCCTCTCTAAATATCTACATATATTTTCTTTCAGACAGCCTGTGTGAAAAAAAG
GNGACCGCGAACTGGGTTGAACACGTATATCTCCCCCCTCTGCGCAGATAATC
TTGCTCATGCGGGGCGCCTCACTATACCATAGACTATTTTCTCCCTCCATTTAG
CTGGTGCATCTTCTATTCTGGGAGCATCTTTACTTTATTTCCACACTAATTATCAT
ACGATGAAGAGGACTACGATTATAGCGAGTACTCTCCATTATGTGTGAGCAGTG
CTACTCACTGTAGTACTCCTCCTTCTATCACTCCCACTCCTGGCGGGAGCAGTT
ACTATGCTCCTCACTGATCGAAAAATATATACATACATTCTTTGACCAGCCTGCA
CGGGG 

 

 

Cuadro 5B. Segmento del electroferograma, secuencia y código de barras con el iniciador COIANF para Aporrectodea sp.   

Electroferograma Secuencia Código de Barras 

 

>Aporrectodea COI ANF 
ATTCTTATGCGAATCGAGCTAAGACAGCCGGGAGCCTTCCTAGGCAGAGATCA
ACTCTACAATACAATCGTTACAGCCCACGCATTCGTAATAATTTTCTTCTTAGTT
ATGCCAGTATTTATTGGCGGCTTCGGAAATTGACTTCTACCCCTAATATTAGGC
GCCCCAGATATATGCCTTCCCACGCCTAAATAACATAAGATTTTGATTGCTACC
CCCCTCGCTAATTCTACTAGTTTCCTCTGCTGCGGTAGAAAAAGGAGCCGGAAC
AGGTTGAACAGTGTATCTCCCCCCTAGACCAGAAATCTTGCACATGTCTCGGGC
CCTCAGTAGATCTAGACTCATATTTTTCACTACCCTTAACCGGAACCTCCCCTCA
TATCCTGGGAACCCTTCATTTTAATCACAACAGTAATCAATATACGCTGAAGAGG
CTTACGACTAGAACGAATCCCCCTATTCGTATGGGCTGTAGTAATTACAGTTGT
CCTTCTCCTCCTATCCCTCCCAGTTCTTGCAGGAGCAATTACCATACTTCTAACA
GACCGAAATCTAAATACCTCATTCTTTGACCGGTGGTGGA 

 

 

Cuadro 5C. Segmento del electroferograma, secuencia y código de barras con el iniciador LCO1490  para Octolasion sp.  

BIO
TRACE
BioEdit v ersion 7.2.5 (12/11/2013)

Model File: LFD.scf

DATF=ABI
DATN=LUM29 + F.ab1
CONV=Chromas 2.4.4
STRT=
STOP=
NAME=17
EDIT=Apr 13 2016


LFD.scf

Lane 0

Signal A:0 C:0 G:0 T:0

Points 0 to 0

Page 1 of 7

0/0/0

Spacing: 0

C T C A T C C G A

10

A T C G A A C T A A

20

G G C A A C C T G G

30

T G C A T T C C T A

40

G G C A G A G A T C

50

A A C T T T A C A A

60

T A C A A T T G T C

70

A C T G C T C A T G

80

C A T T T G T T

BIO
TRACE
BioEdit v ersion 7.2.5 (12/11/2013)

Model File: AFD.scf

DATF=ABI
DATN=APO15 + F.ab1
CONV=Chromas 2.4.4
STRT=
STOP=
NAME=18
EDIT=Apr 13 2016


AFD.scf

Lane 0

Signal A:0 C:0 G:0 T:0

Points 0 to 0

Page 1 of 7

0/0/0

Spacing: 0

A T T C T T A T G

10

C G A A T C G A G C

20

T A A G A C A G C C

30

G G G A G C CT T C

40

C T A G G C A G A G

50

A T C A A C T C T A

60

C A A T A C A A T C

70

G T T A C A G C C C

80

A C G C A T T C G T

90

A A T A A T T T T

Electroferograma Secuencia Código de Barras 

 

> Octolasion LCO1490   
TCTCTCGCGAGTCTGAGCCCGGTATAGTTGGAGCAGGTATAAGCCTTCTAATTC
GTATTGAATTAAGTCAACCGGGGGCCTTCCTAGCGTAGCAGCATCACACTCTAT
AATACAATTGTTACAGCTCATGCATTCGTTATAATTTTCTTCCTAGCTTATACCAG
CTATTTATTGGGGGCTTTGGAAATTGACTGCTACCCTTAATATTACGGCGCCCC
AGCATATAGTCCTCTCCCACGACTAAATAACATAAGATACTGACTTTCTACCCCC
TTCCCTCATCCTGCTAGTTTCATCAGCCTGCCGTACCAAAAAGGTGCAGGTACA
GGATGAACTGTCTATCCACCCTTACCAAGAAATAATAGCTCATGCAGCGACCCT
CAGTAGATCTTTGACCATTTCTCACTTCATTTAGCAGGTGCATCATCAATTCTTG
GGAGCAATCAACTTCATNAACAACAAATCATTCAATATGCGATGAAATGGGTCT
GCGATTAGAACGAATTTCCATTATCGTTG 

 

BIO
TRACE
BioEdit v ersion 7.2.5 (12/11/2013)

Model File: 41f.scf

DATF=ABI
DATN=41f.ab1
CONV=Chromas 2.4.4
STRT=
STOP=
NAME=41f
EDIT=Apr 13 2016


41f.scf

Lane 0

Signal A:0 C:0 G:0 T:0

Points 0 to 0

Page 1 of 6

0/0/0

Spacing: 0

TC T C T CG C G

10

A G T C T G A G C C

20

C G G T A T A G T T

30

G G A G C A G G T A

40

T A A G C C T T C T

50

A A T T C G T A T T

60

G A A T T A A G T C

70

A A C C G G G G G C

80

C T T C C T A G C G

90

T A GC A GC A T C
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Cuadro 6. Análisis bioinformático con la base de datos BOLD. Se presenta el tamaño de la 

secuencia obtenida con el nombre del iniciador correspondiente, utilizando diez números de 

coincidencias (matches) con respecto a un total de noventa y nueve. Se muestran también los 

rangos de similitud de la identificación con código de barras y la Identificación morfológica de 

procedencia. 

 

 

BOLD 

 
Iniciador 

 

 
Tamaño 

 

 
No de 

coincidencias 

 
Rango de  
similitud 

 
Identificación con 
código de barras 

 
Identificación con  

Morfología 

COI ANF 607 pb 7/10 90.51%-89.78 Lumbricus rubellus Lumbricus rubellus 

  2/10 90.51% Lumbricus sp. Lumbricus rubellus 

  1/10 89.78% Lumbricus castaneus  Lumbricus rubellus 

COI ANF 583 pb 7/10 97.1% - 97.06% Aporrectodea caliginosa Aporrectodea sp. 

  3/10 96.91% Aporrectodea caliginosa L2 Aporrectodea sp. 

LCO1490 519 pb 10/10 97.51 Octolasion tyrtaeum Octolasion sp. 

 

 

Al analizar específicamente la secuencia sentido de 607 pb del organismo 

identificado morfológicamente como L. rubellus, se obtuvo un alineamiento de un 

98% de cobertura y 88% de identidad con vouchers reportados del mismo género 

y especie. Las secuencias amplificadas con los iniciadores COI ANF del 

espécimen correspondiente a Aporrectodea sp., se obtuvo una secuencia de 583 

pb con alineamiento de 96% de secuencia cubierta, con 97% de identidad con 

Aporrectodea caliginosa (Savigny, 1826). Para el caso de los especímenes 

identificados como Octolasion sp., con el iniciador LCO1490 se obtuvo una 

secuencia de 519 pb alineada en un 98% con un 93% de identidad con Octolasion 

tyrtaeum (Savigny, 1826) (Cuadro 7). Cabe destacar que los porcentajes de 

identidad, así como los porcentajes de las secuencias alineadas, fueron 

recuperados del primer HIT del BLAST. La comprobación de estas homologías en 

ambas bases de datos (BOLD y NCBI) se realizó considerando el valor del “score” 

(calificación del BLAST) y del valor de confianza del parámetro “e” (e-value), en el 

cual cero o muy cercano a este número, indica alta confiabilidad del alineamiento. 
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Cuadro 7. Análisis bioinformático con la base de datos NCBI. Al realizar un BLAST se muestra 

el nombre del iniciador correspondiente con el tamaño en pares de bases de la secuencia, el 

porcentaje de la secuencia alineada y el porcentaje de identidad de la secuencia con la 

identificación morfológica asignada a la muestra.  

8. DISCUSIÓN  

Las lombrices de tierra de México se han estudiado desde el año 1900; sin 

embargo, los trabajos más prolíficos se sitúan en un periodo que comprende la 

segunda mitad del siglo XX con una tendencia que continuó hasta el 2014. Estos 

trabajos se han basado fundamentalmente en la determinación morfológica, 

considerando principalmente estructuras reproductivas. En el caso de la 

determinación de familias se considera la ubicación de los poros masculinos, 

femeninos y prostáticos. Para los géneros se considera la presencia-ausencia y el 

tipo de próstatas, así como el tipo de ovarios. En el caso particular de la 

identificación por especie, se toma en cuenta el número de testículos, el tipo de 

espermateca, así como el número y ubicación de las vesículas seminales 

(Fragoso 2001; Fragoso y Rojas 2014). 

En el presente trabajo, el primer paso para la identificación por morfología fue 

determinar la ubicación del poro masculino, ya que este es un rasgo distintivo para 

las diferentes familias de lombrices de tierra. La ubicación de los especímenes a 

Lumbricidae se atribuyó a la presencia del poro masculino que se encuentra en el 

segmento XV, lo cual es el rasgo característico de la pertenencia a esta familia. 

Mediante la determinación de la forma del prostomio (tanilóbico) y la disposición 

de las quetas (cerradas), fue posible identificar a ocho especímenes 

pertenecientes a L. rubellus, a pesar de no presentar clitelo. Con la forma del 

prostomio epilóbico, sin presencia de clitelo, con disposición de quetas cerradas, y 

sin presencia de tubérculos pubertarios fue posible identificar a catorce 

NCBI 

 
Iniciador 

 
Tamaño 

 
% secuencia 

alineada 

 
% de identidad 

 
Identificación 

con CO1 

 
Identificación 
morfológica 

COI ANF 607 pb 98  88 Lumbricus rubellus Lumbricus rubellus 

COI ANF 583 pb 97  96 Aporrectodea caliginosa Aporrectodea sp. 

LCO1490   519 pb 98  93 Octolasion tyrtaeum Octolasion sp. 
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organismos de Aporrectodea sp. Sin embargo, a pesar de estar presente el clitelo 

entre los segmentos del 30 al 35, a diferencia de L. rubellus y Aporrectodea sp., 

aunado a la disposición de las quetas (cerradas), se logró la identificación de siete 

organismos de Octolasino sp. Tres organismos no pudieron ser identificados 

debido a la falta de caracteres visibles de importancia taxonómica, además de 

presentar deformidades en el cuerpo. En el caso de los ocho organismos 

pertenecientes a L. rubellus y mediante la vía morfológica, se superó el objetivo de 

este estudio, ya que la identificación fue posible a nivel de especie. No así para 

Aporrectodea sp. ni Octolasion sp., aunque en este último existía un caracter 

reproductivo de importancia taxonómica (clitelo). Esto no significa que con 

morfología no exista el nivel de resolución de especie, sino evidencia una limitante 

cuando los especímenes se encuentran en estadios donde los caracteres 

reproductivos de importancia taxonómica no se encuentran en el momento de la 

colecta. Esto representa un área de oportunidad en el uso del código de barras de 

ADN, ya que independientemente del estado de desarrollo es posible disponer de 

tejidos de cualquier zona corporal para realizar esta prueba molecular. Con las 

secuencias obtenidas se puede determinar el género y especie de los ejemplares 

mediante el porcentaje de similitud o identidad con secuencias homólogas de 

segmentos estandarizados de los genes marcadores moleculares. 

 

En el caso de las secuencias sentido del gen MT-CO1 obtenidas de un espécimen 

de cada género identificado por morfología, como L. rubellus, Aporrectodea sp. y 

Octolasion sp., se obtuvo un código de barras que se comparó con códigos de 

referencia de la bases de datos BOLD (Cuadro 6). El reporte taxonómico de esta 

base de datos internacional reportó que el código de barras de las secuencias de 

nuestros especímenes tienen similitud de 90.5%, 97.1% y 97.5% con códigos de 

barras de L. rubellus, A. caliginosa y O. tyrtaeum respectivamente. Estas 

evidencias nos demuestran que con el código de barras del gen MT-CO1 es 

posible identificar hasta género y especie. Sin embargo, con la finalidad de realizar 

el mismo análisis de comparación de secuencias homologas también se realizó un 

BLAST en la colección de nucleótidos de la base de datos internacional NCBI. En 
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este caso las secuencias de nucleótidos del gen MT-CO1 fueron alineadas con 

secuencias de referencia registradas en esta base de datos, indicándonos que 

existe 88%, 96% y 93% de identidad en 98%, 97% y 93% de secuencia cubierta  

con L. rubellus, A. caliginosa y O. tyrtaeum, respectivamente (Cuadro 7). Estos 

resultados corroboran la identificación realizada en la base de datos BOLD, 

indicándonos que los rangos de similitud o los porcentajes de identidad fueron 

suficientes para resolver a nivel de especie la identificación de los especímenes. 

Sin embargo, es importante mencionar que existe entre un 10% a 3% de 

diferencia entre las secuencias de nuestros especímenes y las secuencias 

homólogas de referencia de ambas bases de datos. Estas diferencias se deben a 

INDELS y sustituciones en nucleótidos de las secuencias obtenidas en este 

trabajo. La presencia de estas variaciones puede deberse a que las secuencias 

del gen MT-CO1 para estos especímenes de Puebla, México presentan cambios 

con respecto a las secuencias de organismos de Europa, Canadá y Estados 

Unidos, ya que las secuencias de referencia registradas en las bases de datos 

pertenecen a especímenes con estas ubicaciones geográficas. No obstante, es 

necesario realizar el código de barras de al menos cinco individuos para 

corroborar que estos cambios en las secuencias sean reproducibles. De esta 

forma, se podrá verificar si las secuencias provenientes de los servicios de 

secuenciación corresponden efectivamente a nuevas secuencias o son resultados 

erróneos por la posible baja resolución en la reacción de secuenciación.  

 

Debido a que cada una de estas líneas de evidencia, ya sea morfológica o 

molecular tiene sus ventajas y desventajas, es necesario utilizar ambas 

metodologías de manera simultánea para identificar de manera certera y rápida a 

los organismos. En el caso de las lombrices de tierra ya se cuenta con registros 

tanto morfológicos y moleculares para países templados de Europa (Francia, 

Inglaterra, España e Italia), inclusive probablemente ya se han inventariado casi 

todas las especies de lombrices para estos países debido al número menor de 

especies existentes en estos países septentrionales europeos. Por ejemplo, el 

número de especies por país no supera las 30, independientemente de la 
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extensión territorial de los muestreos (Fragoso, 2001; Edwards y Bohlen, 1996; 

Fragoso et al., 1997). En contraste, en los trópicos la cantidad de especies es 

superior y categóricamente se presentan variaciones en proporción directa con el 

área considerada (aproximadamente 20 especies por cada 10,000 km2, Fragoso et 

al., 1997).  

Hablando específicamente de México, el registro de especies de lombrices de 

tierra identificadas únicamente por morfología cuenta con 102 especies descritas, 

51 nativas y 51 exóticas. Para el estado de Puebla  se ha reportado que hay un 

total de 17 especies descritas, de las cuales 5 son nativas y 12 son exóticas 

(Fragoso y Rojas, 2014).  También se menciona que hay 40 especies nuevas no 

descritas, mismas que se encuentran depositadas en la colección que lleva por 

nombre “IEOL” en el INECOL, con lo cual se tiene un número total de 91 especies 

nativas colectadas. Con base en las características del relieve y la heterogeneidad 

ambiental de México (similares a la India, en donde se han registrado cerca de 

400 especies), se ha determinado que falta por encontrar aproximadamente 130 

especies nativas en México, resultando en una cifra de riqueza total aproximada 

de 230 especies (Fragoso y Rojas 2010; Fragoso y Rojas 2014). Sin embargo, las 

cifras anteriores que están basadas en morfología pueden ser modificadas 

significativamente al considerar la revisión de las sinonimias, la cantidad de 

ambientes no explorados, los endemismos de las selvas tropicales (Lavelle y 

Lapied, 2003) y el uso de técnicas moleculares (Casallas, 2012; Cervantes, 2012 

en: Fragoso y Rojas, 2014). Por ejemplo, el uso de otros genes mitocondriales 

(diferentes al segmento del gen MT-CO1 utilizado en este trabajo), así como 

genes nucleares y ribosomales que en conjunto son 16S2, MT-RNR1, MT-ND1, 

28S, 18S, MT-COII, ND1, ITS, 12S rRNA y 16S rRNA, conllevando a la revelación 

de numerosas especies crípticas no diferenciables con métodos morfológicos 

(James et al., 2010; Pérez-Losada et al., 2011), conduciendo al cambio de las 

cifras de las estimaciones del número real de especies. 

A partir del trabajo de Jamieson et al. (2002), pionero en la utilización de 

herramientas moleculares para el estudio de la fauna edáfica en cuestión y 
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secundado por Pop et al. (2003, 2007); Chang y James (2010), se utilizan estas 

técnicas para identificar lombrices de tierra preponderantemente en Gran Bretaña, 

España, Portugal, Francia, Italia, Serbia, Polonia, Estonia, Dinamarca, Austria, 

Hungaria, Suiza, Finlandia, Noruega, Grecia, Turquía, Egipto, Australia, China, 

Japón y Nueva Zelanda. Sin embargo, en México prácticamente se carece del 

empleo de estas herramientas moleculares para realizar trabajos de identificación 

para estos gusanos segmentados. Independientemente del país, una de las 

principales herramientas por la que se ha optado a nivel mundial es la  

identificación por código de barras de ADN (segmento del gen MT-CO1), misma 

que es propuesta en este trabajo y que también es sugerida por Herbert et al. 

(2003), debido a que brinda diagnósticos de identificación independientemente del 

estadio de desarrollo del espécimen, herramienta que ha sido utilizada con gran 

éxito en estudios de los anélidos en diversos trabajos (Decaënsa et al., 2013; 

Otomo et al., 2013; Pérez-Losada et al., 2012; Ibrahim et al., 2011; James et al., 

2010; Pop et al., 2007; Huang et al., 2007).  Reiterando el sustento del uso del gen 

MT-CO1, Chang y James (2010) señalan que es útil en estudios intragenéricos al 

poseer una tasa evolutiva alta. Por otro lado, el gen MT-CO1, que a su vez es 

considerado el marcador universal para animales del proyecto código de barras 

(Herbert et al., 2003), confiere diagnósticos a nivel de especie; por lo tanto, la 

elección de este marcador para el presente estudio es sostenida por ambas 

propuestas de trabajo.  

Es importante aumentar la información sobre la identidad de las lombrices de tierra 

a través del empleo de la biología molecular con el uso de otros genes tanto 

mitocondriales, nucleares y ribosomales, integrando la morfología, la ecología, la 

biogeografía y etología de estos organismos edáficos para incursionar en estudios 

futuros sobre estructura poblacional, perfiles genéticos, diversidad genética, 

patrones evolutivos, filogenia molecular, biología de la conservación, verificación 

de patrones biogeográficos, así como para contribuir a completar inventarios en 

este grupo de organismos.  
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Cabe destacar que el uso del código de barras contribuye al esclarecimiento en 

materia de identificación en México y particularmente en el estado de Puebla, ya 

que a pesar de los servicios ecológicos que ofrecen estos organismos no se 

cuenta con el uso sistemático de esta herramienta molecular de identificación para 

complementar los estudios sobre la riqueza de especies previamente estimada.  

Por ende, este trabajo  representa un primer acercamiento en la determinación de 

la identidad de integrantes de Lumbricidae, en este caso, la morfológica y la 

molecular, visualizando la coincidencia entre dos disciplinas. Este estudio 

pretende fortalecer la investigación en la adquisición integrativa del conocimiento 

en materia de identificación, por lo cual se propone que es necesario tener varias 

líneas de evidencia para determinar la identidad de los organismos a nivel de 

especie.   

9. CONCLUSIONES 

a) Se identificaron ocho organismos como L. rubellus, catorce como 

Aporrectodea sp. y siete como Octolasion sp.; tres no fueron identificados.  

b) Los iniciadores universales reportados de Folmer et al. (1994), 

Fernández et al. (2011) y diseñados, amplifican segmentos de 710 pb 550 

pb y de 600 pb del gen MT-CO1 en tres especímenes utilizados. 

c) El análisis mediante herramientas bioinformáticas en la base de datos 

BOLD, comprueban la correspondencia que existe entre la identificación 

morfológica con la clave taxonómica Reynolds (1977) y la identificación por 

código de barras de las secuencias evaluadas.  

d) Este trabajo representa el primer acercamiento en los trabajos de 

identificación integrativa de lombrices de tierra distribuidas en Puebla. 
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11. APÉNDICES 

 

Apéndice 1. 

Créditos correspondientes a los autores de las imágenes que fueron utilizadas 

para la construcción de la Figura 1 (sección 1.2) de marcadores moleculares. 

 

 
Patrones de la fosfoglucosa isomerasa para 
ecotipos de arroz rojo y variedades de arroz en 
gel de almidón de papa agarosa al 12% (foto 
de Ortíz et al., 2002). Patrones isoenzimáticos 
de variedades de arroz y arroces rojos en 
Venezuela. Rev. Fac. Agro. (Maracay) 28:117-
130. En: (Rentaría, 2007). 

 

 
 
Patrones de bandeo con RAPDs en 
Ferocactus robustus en gel de agarosa y 
tinción con bromuro de etidio (foto de Israel 
Carrillo) en: Rentaría (2007). 
 

 

 
 
 
Patrones de PCR-RFLPs del intrón de la 
mitocondria NAD1B2f y NAD1C1r digerido con 
la enzima Hae III en Pinus pinceana en gel de 
acrilamida al 5% y tinción con nitrato de plata 
(foto de Miroslava Rentaría Alcántara) en: 
Rentaría (2007). 
 

 

 
 
Mitocondria vista con microscopio electrónico, 
Autor: J. L. Sánchez Guillén.  
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ADN nuclear: autor desconocido 

 

 
 
Patrones del microsatélite Pt63718 de 
cloroplasto en Pinus strobiformis en gel de 
acrilamida al 6% y tinción con nitrato de plata 
(foto de Alejandra Moreno Letelier) en: 
Rentaría (2007). 
 
 

 

 
 
Patrones de ISSRs en Opuntia rastrera en gel 
de agarosa al 1.5% y tinción con bromuro de 
etidio (foto de Lucia Plasencia en: Rentaría, 
2007). 
 
 

 

 
Patrones de AFLPs en Allium sativum en gel 
de acrilamida y tinción con nitrato de plata (foto 
de Meryem Ipek) en Rentaría (2007). 
 

 

 
 
 
Imagen de cloroplasto, Autor: desconocido 
 

 

 
Representación de la estructura de ADN 
ribosomal, elaborado por: Beatriz Espinosa 
Enríquez. 
 

 

Apéndice 2. 

La COX se une a la membrana mitocondrial interna formando un complejo con 

diferentes subunidades que van de 7 a 13. Por lo tanto, la biosíntesis de la COX 

implica una coordinación entre los genomas nucleares y mitocondriales. Las 
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subunidades COXI, COXII, y COXIII, son las más grandes de la enzima 

oligomérica y representan el núcleo catalítico de este complejo. Estas tres 

subunidades están codificadas por el genoma mitocondrial y se sintetizan dentro 

de las mitocondrias. El resto de las subunidades menores implicados en la función 

reguladora de la Citocromo c oxidasa o complejo IV están codificadas en el ADN 

nuclear, son sintetizadas en el citoplasma y posteriormente son importadas hacia 

la mitocondria para ensamblarse con el núcleo del complejo IV para formar la 

enzima funcional (Lenka et al., 1998).  

La COX es el último complejo de la cadena respiratoria de las mitocondrias, 

transporta los electrones provenientes de los complejos I y III para cederlos al 

oxígeno molecular y formar agua. El núcleo catalítico de la COX está formado las 

subunidades COXI y COXII y COXIII, pero específicamente la primera subunidad 

transfiere los electrones provenientes del cúmulo de cobre A de la subunidad 2 a 

su grupo hemo A y posteriormente a su centro bimetálico formado por el grupo 

hemo A3 y el cúmulo de cobre B. Finalmente, los electrones son cedidos al 

oxígeno y los iones hidrógenos son bombeados para formar la fuerza protón 

motriz que impulsa la síntesis de ATP por la enzima ATP sintasa (Tsukihara et al., 

1996).  

 


