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Resumen

Las lombrices de tierra composteras desempefian un papel clave en la descomposicion de la materia orgénica,
las especies epigeas del género Eisenia son utilizadas ampliamente para efectuar el proceso de lombricompostaje
y como bioindicadores en los estudios toxicologicos. Sin embargo, la identidad taxondmica precisa de las especies
(semejanza morfologica) representa un desafio y puede afectar la eficacia y funcion del proceso de lombricompostaje.
En este estudio se determino la identidad de lombrices presentes en 5 instalaciones de vermicompostaje de Veracruz
y Quintana Roo, México, empleando andlisis molecular basado en la secuenciacion del gen mitocondrial COI. El
analisis revelo la presencia de 2 especies, Eisenia andrei'y Perionyx excavatus, descartando la presencia de Eisenia
fetida, la especie asumida previamente por encargados de las plantas de lombricompostaje. Las distancias génicas
fueron < 1.3%, mientras que las divergencias con E. fetida superaron 16%, lo que valida la delimitacion especifica.
Nuestros resultados destacan la necesidad de integrar métodos moleculares en la identificacion de lombrices de tierra
para su uso en los estudios toxicoldgicos y fortalecer el manejo sostenible de residuos organicos.
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Abstract

Composting earthworms play a key role in the decomposition of organic matter. Epigeic species of the genus

Eisenia are widely used both in vermicomposting and as bioindicators in toxicological studies. However, accurate

taxonomic identification of these species remains challenging due to their high morphological similarity, which

affects the efficiency and function of vermicomposting processes. In this study, the earthworm species present in

5 vermicomposting facilities located in Veracruz and Quintana Roo, México, were identified through molecular

analyses of the mitochondrial COI gene. The results revealed the presence of 2 species: Eisenia andrei and Perionyx

excavatus, ruling out Eisenia fetida, which had previously been assumed by facility operators. Genetic distances

between the identified specimens were below 1.3%, while divergences from E. fetida exceeded 16%, supporting clear

species delimitation. Our results highlight the need to integrate molecular methods into earthworm identification for

their use in toxicological studies and to strengthen the sustainable management of organic waste.

Keywords: Organic waste; Taxonomy; Epigean species

Introduccion

Las lombrices de tierra desempefian un papel
fundamental en los ecosistemas terrestres debido a su
contribucion a la descomposicion de la materia organica
y a la mejora de las propiedades fisicoquimicas del suelo
(Fragoso y Rojas, 2014). Por su relevancia ecoldgica
ha motivado un interés creciente por comprender su
diversidad y distribucion global. Hasta la fecha, se han
descrito alrededor de 5,700 especies de lombrices de
tierra, aunque se considera que la diversidad real podria
ser mucho mayor debido a la falta de taxonomia y la
presencia de especies cripticas (Misirlioglu et al., 2023).
Esta diversidad refleja la adaptacion de las lombrices de
tierra a distintos habitats y su uso potencial en diversas
aplicaciones biotecnologicas.

Las lombrices de tierra epigeas habitan principalmente
la hojarasca y se alimentan de materia organica en
descomposicion. Debido a estas caracteristicas, varias
especies han sido empleadas en précticas sostenibles
para el manejo de residuos orgénicos, particularmente
en procesos de lombricompostaje (Dominguez y
Edwards, 2004). La lombricomposta es el producto de
la transformacién bioldgica de residuos organicos en
biofertilizantes ricos en nutrientes, proceso en el cual
las lombrices desempefian un papel central. No obstante,
las especies epigeas utilizadas en lombricompostaje
presentan diferencias importantes en su comportamiento,
tolerancia ambiental y eficiencia en la degradacion de los
residuos, lo que genera variabilidad interespecifica en el
rendimiento del proceso (Suthar y Singh, 2008).

En la region de alta montana del centro de Veracruz,
el lombricompostaje de residuos organicos se desarrolld
inicialmente a partir del aprovechamiento de la pulpa
de café. Durante esta etapa, las lombrices empleadas
fueron identificadas morfolégicamente como Eisenia
fetida (Savigny, 1826) y Metaphire californica (Aranda,

1988). Sin embargo, revisiones taxondmicas posteriores
corrigieron dichas identificaciones, demostrando que las
poblaciones utilizadas correspondian en realidad a Eisenia
andrei (Aranda et al., 1999, 2011). Estos antecedentes
evidencian las limitaciones de la identificacion basada
exclusivamente en criterios morfologicos.

De manera paralela, en una instalacion de
lombricompostaje ubicada en Playa del Carmen, Quintana
Roo, se emplean lombrices de tierra para el tratamiento de
residuos organicos de origen vegetal y animal. En estos
sistemas, la identificacion de las especies también se ha
basado principalmente en la apreciacion empirica de los
operadores, quienes las reconocen de forma tentativa como
E. fetida y asumen que su eficacia en el proceso constituye
evidencia suficiente de su identidad taxondmica. Sin
embargo, esta practica puede ser erronea, especialmente
cuando se trata de especies morfologicamente similares.

Diversas especies de lombrices de tierra han demos-
trado potencial para la produccion de lombricomposta
(Dominguez y Edwards, 2004), entre ellas destacan
Lumbricus rubellus (Hoffmeister, 1843), Dendrobaena
rubida (Savigny, 1826), Eudrilus eugeniae (Kinberg,
1867), Eiseniella tetraedra (Savigny, 1826), Perionyx
excavatus (Perrier, 1872), E. fetida y E. andrei (Bouché,
1972). No obstante, no todas las especies aptas para
lombricompostaje son esperables en la region; en
Veracruz se han registrado principalmente poblaciones
de E. fetida y E. andrei en acumulaciones de pulpa de café
(Fragoso, 2011). Mientras que especies tropicales como
P. excavatus o E. euginae son mas habituales en climas
calidos de baja altitud (por ejemplo, Quintana Roo).
Especies de origen templado, por ejemplo L. rubellus, D.
rubida, E. tetraedra son menos probables en la region,
salvo en casos de introduccion o microhabitats especificos
(Fragoso y Rojas, 2014). Ademas, la coexistencia de
multiples especies con morfologias similares sugiere que
la identificacion basada tinicamente en criterios visuales
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puede ser inexacta, lo que resalta la necesidad de emplear
herramientas de diagnostico mas precisas.

La identificacion taxonomica de lombrices de tierra
contintia siendo un desafio, especialmente entre especies
estrechamente relacionadas. Un caso particularmente
relevanteeselde E. fetiday E. andrei,2 especiesampliamente
utilizadas en lombricompostaje, ecotoxicologia, fisiologia
y genética. Varias investigaciones han demostrado de
manera concluyente que se trata de especies bioldgicas
distintas, aisladas reproductivamente (Dominguez et al.,
2005). Asimismo, los analisis filogenéticos basados en
los genes 28S y COI (citocromo ¢ oxidasa subunidad I)
han corroborado su diferenciacion evolutiva (Dominguez
y Pérez-Losada, 2010).

El reconocimiento de E. fetida y E. andrei como
especies distintas tiene implicaciones relevantes. En
procesos de lombricompostaje, se ha documentado que
E. andrei presenta tasas de crecimiento y reproduccion
superiores a las de E. fetida (Garcia et al., 2019), lo
que la convierte en una opciéon mas eficiente para el
tratamiento de residuos organicos. Asimismo, en estudios
de ecotoxicologia no es posible asumir respuestas
equivalentes frente a contaminantes, ya que diferentes
especies de lombrices pueden diferir en su sensibilidad y
fisiologia (Zhang et al., 2022).

El método tradicional para clasificar las especies
se basa en rasgos morfologicos como la pigmentacion
y las estructuras reproductivas; sin embargo, son
caracteristicas que pueden ser ambiguas y estar afectadas
por el ambiente, lo que puede llevar a cometer errores
para su identificacion (Dominguez et al., 2005). Con
base en estas limitaciones de la taxonomia morfologica,
se emplean cada vez mas técnicas moleculares para
distinguir y diferenciar entre especies morfologicamente
semejantes. El gen mitocondrial de la subunidad I de la
citocromo ¢ oxidasa (COI) se ha utilizado ampliamente
como marcador molecular para la identificacion de
especies debido a su alta divergencia interespecifica y
baja variacion intraespecifica (James et al., 2010). Los
analisis filogenéticos basados en secuencias del gen COI
han demostrado ser eficaces para resolver incertidumbres
taxonomicas dentro del género Eisenia, ofreciendo un
enfoque confiable para la identificacion de especies y
estudios evolutivos (King et al., 2008). Asi, la técnica
molecular aporta informacion relevante para conocer con
seguridad la diversidad de lombrices de tierra en sistemas
de lombricompostaje y se respalda su uso en practicas
sostenibles de manejo de residuos organicos.

Dada la importancia de una identificacion taxonémica
precisa para estudios ecologicos, ecotoxicologicos y
aplicaciones biotecnologicas, el presente estudio tuvo
como objetivo determinar, mediante un enfoque molecular,

la identidad de las lombrices de tierra utilizadas en 4
plantas de vermicompostaje en el centro de Veracruz y
una en Quintana Roo, México.

Materiales y métodos

Las lombrices de tierra composteras fueron
recolectadas en diversas plantas de lombricompostaje,
donde los propietarios y/o responsables las identifican
de manera general como E. fetida. Las instalaciones
seleccionadas para el estudio incluyen la Unidad de
Capacitacion para el Desarrollo Rural (MMCA), la Planta
de Lombricomposta Teocelo (MMTO), la tienda “Hongos
de las Altas Montafias” (MMFT), la Lombricomposta
Olmos (MMOL) y Rancho Balam (MMBA). La
informacion correspondiente a la ubicacién, altitud,
condiciones climaticas, rango de temperatura y sustrato
principal de cada instalacion se presenta en la tabla 1.

En cada una de las plantas de lombricompostaje
(MMCA, MMTO, MMFT, MMOL y MMBA) se
recolectd aproximadamente 1 kg de sustrato que contenia
lombrices de tierra, constituido como muestra compuesta,
obtenida al tomar una muestra de cada una de las camas
de lombricompostaje presentes en cada planta. Este
fue transportado en cajas de plastico al Instituto de
Biotecnologia y Ecologia Aplicada (INBIOTECA). En el
laboratorio, cada muestra se mantuvo de manera aislada
en condiciones controladas utilizando pulpa de café como
sustrato (Aranda y Barois, 2000).

A los 60 dias de cultivo, en cada uno de los 5 cultivos de
lombricomposta se recolectaron 3 lombrices de tierra sanas
y sexualmente maduras. Las lombrices de tierra fueron
lavadas suavemente con agua corriente para eliminar
restos de materia organica, después se sumergieron en
formol 4%. A las 24 h se realiz6 la descripcion taxondémica
con el apoyo de un estereomicroscopio para identificar
posibles diferencias morfologicas externas (tamafio
corporal, nimero de segmentos, coloracion, posicion del
clitelo y los tubérculos pubertarios) entre los especimenes
recolectados en cada cultivo (Moreno y Borges, 2004).
Todas las lombrices de tierra fueron preservadas y
depositadas en el INBIOTECA.

Se recolectaron 15 lombrices de tierra (3 por cada
unidad de lombricompostaje), enjuagadas suavemente
con agua corriente, colocadas en tubos de ensayo con
etanol 96% y conservadas a -18 °C hasta su uso. Las
lombrices de tierra composteadoras fueron identificadas
utilizando la técnica de codigo de barras genético basada
en la secuenciacion del gen mitocondrial de la subunidad I
del citocromo c oxidasa (650-653 pb). Para ello, se utilizé
el método estandarizado por Rémbke et al. (2016), ISO
(2019) y Prosser et al. (2013). Primero, se cort6 una seccion
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Tabla 1

Condiciones ambientales y manejo en plantas de lombricompostaje de Veracruz y Quintana Roo, México.

Planta de Ubicacion Altitud Clima Temperatura Fuente de alimento

lombricompostaje (m snm) (°C)

UNCADER Coatepec, Ver. 1,200-1,270  Templado-himedo 10 - 29 Residuos de hojarasca
(19°27°46.7” N, 96°58°2”* O)

Teocelo Teocelo, Ver. 1,107 Templado-humedo 10 - 30 Residuos de frutas y
(19°22°43.3” N, 96°57°55.3”* O) verduras

Tienda Hongos Fortin de las Flores, Ver. 1,000-1,070  Calido-subhumedo 22 - 31 Residuos del cultivo
(18°54°50” N, 96°58°’51.7” O) de setas y estiércol de

ganado

Olmos San Marcos de Ledn, Ver. 1,143- 1,320  Calido-subhiimedo 20 - 32 Pulpa de café
(19°25°25.2” N, 96°57°50.6” O)

Rancho Balam Playa del Carmen, Quintana Roo Nivel del mar Calido-subhiimedo 25.5 - 28 Estiércol de ganado

(20°47°00.8” N, 86°57°27.5” O)

de 4 mm del tejido de la cola de 5 lombrices de cada lote
utilizando un bisturi. La extraccion de DNA se realizo
empleando el método de extraccion HotShot (Montero-
Pau et al., 2008). La concentracion de DNA se midio
con absorbancia a 260 nm usando un espectrofotometro
GeneQuant IT (Pharmacia Biotech Co.).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevo
a cabo siguiendo el protocolo descrito por DeWaard et al.
(2008). El gen COI se amplifico utilizando los cebadores
ZplankF1 t1 y ZplankR1 tl (Prosser et al., 2013). La
mezcla de reaccion de PCR tuvo un volumen total de
10.37 pL, que contenia: 2 uLL de agua ultrapura, 6.25 pL
de trehalosa al 10%, 1.25 pL de tampon 10X, 0.625 puL de
MgCl, (50 mM), 0.0625 puL de dNTPs (10 mM), 0.125 uL.
de cada cebador (10 uM) y 0.06 pL de la enzima Platinum
Taq DNA polimerasa. Se afiadieron 3 uL. de DNA de cada
muestra a la mezcla de PCR, obteniéndose un volumen
final de 13.5 pL por tubo (10.5 uL de mezcla de PCR
y 3 uL de DNA). Los tubos para PCR se colocaron en
un termociclador Eppendorf con el siguiente programa:
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 1 min; 5 ciclos
de: 94 °C por 40 s, 45 °C por 40 s, y 72 °C por 1 min; 35
ciclos de: 94 °C por 40 s, 51 °C por 40 s, y 72 °C por 1
min; extension final a 72 °C durante 5 min.

Los productos de la PCR se visualizaron en un
gel de agarosa precargado 2% (E-Gel, Invitrogen). La
secuenciacion se realizd utilizando el kit BigDye©
Terminator v.3.1, seguido de wuna secuenciacion
bidireccional en un secuenciador automatico ABI
3730XL. Las secuencias obtenidas (650-653 pb) fueron
editadas con el software CodonCode v.3.0.1 (CodonCode
Corporation, Dedham, MA, EE.UU.) y posteriormente
subidas a la base de datos Barcode of Life Database

(BOLD, boldsystems.org), donde estan disponibles en el
conjunto de datos Taxonomic Identification of Annelids
(TIAMD). Todas las secuencias que cumplieron con los
estandares minimos de calidad (> 500 pb, < 1% de bases
ambiguas, sin codones de paro ni contaminacion) fueron
asignadas a un numero de indice de coédigo de barras
(BIN) en BOLD (Ratnasingham y Hebert, 2013).

Con base en Rombke et al. (2016), se incorporaron
secuencias de referencia de Eisenia andrei (JN869997.1
y AY874511.1) y Eisenia fetida 1 y 2 (AY874513.1 y
AY874515.1), las cuales son ampliamente utilizadas como
referencias en laboratorios de pruebas ecotoxicologicas
ISO-21286 (ISO, 2019). Para P. excavatus, se utilizd
una secuencia de referencia disponible en BOLD
(EWSJA764-08); ademas, se incluyd una secuencia
adicional de E. andrei disponible en BOLD Systems
(GBANO0383-06). Posteriormente, se realizo el calculo de
las distancias génicas entre las secuencias, se estimaron
utilizando el software Mega v7.0 (Kumar et al., 2016) y se
evaluo la confiabilidad de las estimaciones de distancia,
se realizaron 1,000 réplicas bootstrap. Las matrices de
distancia obtenidas se usaron en los anélisis comparativos
entre grupos. Las secuencias fueron alineadas previamente
utilizando ClustalW incorporado en Mega. Finalmente, la
identificacion molecular se realizé usando un fenograma
Neighbor-Joining (NJ) con 1,000 réplicas bootstrap en
Mega v 7.0 (Kumar et al., 2016)

Resultados
De las 15 lombrices de tierra estudiadas, los 3

especimenes procedentes de la planta MMFT mostraron
diferencias evidentes en comparacion con el resto
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(MMTO, MMCA, MMBA y MMOL). Las lombrices de
tierra MMTO, MMCA, MMBA y MMOL alcanzaron una
longitud corporal promedio de 80.4 + 3.2 mm y de 45.6 +
2.1 mm las de MMFT. El nimero promedio de segmentos
de las lombrices de tierra en MMTO, MMCA, MMBA y
MMOL fue de 100.2 +£4.5 y en las de MMFT de 88.3 +3.8
segmentos. En relacion con la coloracion, los especimenes
de MMTO, MMCA, MMBA y MMOL mostraron un
color rojo oscuro homogéneo con franjas intersegmentales
amarillas o palidas; sin embargo, las lombrices de tierra de
MMFT mostraron una coloracion rosada a marron claro y
sin franjas amarillas. El clitelo de las lombrices de tierra
de MMTO, MMCA, MMBA y MMOL se localizo entre
los segmentos 25 y 31, mientras que en las de MMFT,
entre los segmentos 18 y 24. Los tubérculos pubertarios
en las lombrices de tierra de MMTO, MMCA, MMBA
y MMOL fueron prominentes y bien definidos entre los
segmentos 29 a 31 y en las de MMFT se observaron
menos definidos y ubicados entre los segmentos 22 a
24. Las diferencias morfologicas entre los especimenes
sugieren que podrian pertenecer a 2 familias distintas
de lombrices de tierra: Lumbricidae (MMTO, MMCA,
MMBA y MMOL) y Megascolecidae (MMFT).

De las 15 muestras procesadas, se asignaron 14 BINs
mediante BOLD. La discrepancia entre el niimero de
muestras procesadas y los BINs asignados se debid a que
en un ejemplar de la poblacion MMOL la extraccion de
DNA no fue exitosa, fallo la secuenciacion o no cumplié
con todos los requisitos para obtener un BIN. Sin embargo,
fue posible identificar la especie, ya que la secuenciacion se
realizo por triplicado. Entre los 14 ejemplares secuenciados
con ¢éxito, se identificaron 2 especies de lombrices, cada
una con un BIN asignado: E. andrei (BIN AAA8685)y P.
excavatus (BIN AAC8637), las secuencias y sus codigos
de identificacion se detallan en la tabla 2.

Los resultados de la matriz de distancias genéticas
por pares entre las secuencias provenientes de las plantas
MMOL, MMTO, MMBA y MMCA vy las secuencias de
referencia de E. andrei fueron extremadamente bajas,
con valores comprendidos entre 0 y 1.3%. En el caso
de las secuencias provenientes de la planta MMFT, se
registr6 una divergencia minima de 0.15% respecto a
P. excavatus (tabla 3). El analisis fenético, que permite
agrupar organismos en funcion de su similitud general
de caracteres genéticos, se realizé mediante el método de
Neighbor-Joining (NJ), el cual construye un arbol fenético
basado en distancias entre secuencias. Este analisis revelo
3 clados bien diferenciados: E. andrei, E. fetida y P.
excavatus. Las secuencias analizadas se agruparon a los
clados de E. andrei y P. excavatus con altos valores de
soporte de bootstrap (96-98%), lo que respalda la robustez
de estas agrupaciones (fig. 1).

AY874511.1 Eisenia andrei
MMOL3
MMCA3

97% MMCA2

MMCA1

MMTO2

98% MMTO1

MMBA2

MMTO3

MMBA1
96%

GBANO383-06 Eisenia andrei
97%
JN869997.1 Eisenia andrei

0,
97i MMBA3

MMOL2

Il: AY874513.1 Eisenia fetida 1
SF % AY874515.1 Eisenia fetida 2
MMFT1

MMFT2

9%%| EWSJA764-08 Perionyx excavatus

MMFT3

—

002

Figura 1. Arbol de “neighbor-joining” de 14 secuencias
generadas en este estudio (color rojo) y secuencias de referencia
(color azul) de Rombke et al. (2016) y BOLD Systems. Los
valores bootstrap (1,000 réplicas) > 96% se muestran junto a
las ramas. El arbol esta dibujado a escala, con longitudes de
rama proporcionales al nimero de diferencias de bases por
sitio (distancias p).

Discusion

En el presente estudio, se empleo el analisis de codigo
de barras de DNA (secuenciacion del gen mitocondrial
COI) para identificar las especies de lombrices de tierra
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Codigo de identificacion Origen Secuencia 650-653 pb BIN
TIAMDO007-24 UNCADER BOLD Systems AAAB685
MMCAI

TIAMDO008-24 UNCADER BOLD Systems AAA8685
MMCA2

TIAMDO009-24 UNCADER BOLD Systems AAA8685
MMCA3

TIAMDO004-24 Teocelo BOLD Systems AAAB68S
MMTOI

TIAMDO005-24 Teocelo BOLD Systems AAA8685
MMTO2

TIAMDO006-24 Teocelo BOLD Systems AAAB68S
MMTO3

TIAMDO001-24 Tienda Hongos BOLD Systems AAC8637
MMFTI

TIAMDO002-24 Tienda Hongos BOLD Systems AACB8637
MMFT?2

TIAMDO003-24 Tienda Hongos BOLD Systems AAC8637
MMFT3

TIAMDO010-24 Olmos BOLD Systems

MMOLI

TIAMDO11-24 Olmos BOLD Systems AAASB685
MMOL?2

TIAMDO012-24 Olmos BOLD Systems AAAB68S
MMOL3

TIAMDO022-24 Rancho Balam BOLD Systems AAAB68S
MMBAI

TIAMDO023-24 Rancho Balam BOLD Systems AAA8685
MMBA?2

TIAMDO024-24 Rancho Balam BOLD Systems AAAR68S
MMBA3

AY874513.1 Rombke et al. (2016) GenBank

E. fetida

AY874515.1 Rombke et al., (2016) GenBank

E. fetida

JN869997.1 Rombke et al. (2016) GenBank

E. andrei

GBANO0383-06 Rombke et al. (2016) BOLD Systems AAAB685
E. andrei

AY874511.1 Rombke et al. (2016) GenBank

E. andrei

EWSJA764-08 Endemic Species Research BOLD Systems AAC8637
P. excavatus Institute

Codigos de identificacion, procedencia, base de datos y niimeros de grupo genético (BIN, Barcode Index Number) correspondientes
a las secuencias del gen mitocondrial COI. La tabla incluye 15 secuencias generadas en este estudio, una secuencia de P. excavatus
y secuencias de referencia de E. fetida y E. andrei.
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Matriz de distancias genéticas de lombrices de tierra composteras de Veracruz y Quintana Roo, México.

P. excavatus E. andrei E. andrei E. andrei E. fetida 1 E. fetida 2

EWSJA764-08  GBANO0383-06  JN869997.1 AY874511.1 AY874513.1 AY874515.1
MMFTI 0.0015409276 0.2629987796 0.2644016040 0.2653194932 0.2358330274 0.2363505591
MMFT2 0.0015409276 0.2629987796 0.2644016040 0.2653194932 0.2358330274 0.2363505591
MMFT3 0.0015409276 0.2629987796 0.2644016040 0.2653194932 0.2358330274 0.2363505591
MMTOLI 0.2671755709 0.0030865172 0.0032841858 0.0000000000  0.1649064730 0.1674082417
MMTO2 0.2671755709 0.0030865172 0.0032841858 0.0000000000  0.1649064730 0.1674082417
MMTO3 0.2648485363 0.0000000000  0.0000000000  0.0030865172 0.1649064730 0.1653642510
MMCA1 0.2671755709 0.0030865172 0.0032841858 0.0000000000  0.1649064730 0.1674082417
MMCA2 0.2671755709 0.0030865172 0.0032841858 0.0000000000  0.1649064730 0.1674082417
MMCA3 0.2671755709 0.0030865172 0.0032841858 0.0000000000 0.1649064730 0.1674082417
MMOL2 0.2558729431 0.0124453913 0.0132493333 0.0124453913 0.1708936388 0.1693152390
MMOL3 0.2671755709 0.0030865172 0.0032841858 0.0000000000  0.1649064730 0.1674082417
MMBALI 0.2648485363 0.0000000000  0.0000000000  0.0030865172 0.1649064730 0.1653642510
MMBA?2 0.2671755709 0.0030865172 0.0032841858 0.0000000000  0.1649064730 0.1674082417
MMBA3 0.2650342592 0.0015402451 0.0000000000 0.0046315330 0.1647547930 0.1651978963

Matriz de distancias genéticas por pares entre secuencias del gen mitocondrial COI de lombrices de tierra composteras, calculadas
en Mega con 1,000 réplicas de bootstrap. Se incluyen comparaciones entre secuencias de referencia de E. fetida, E. andrei y P.
excavatus, asi como 14 secuencias generadas en este estudio. Los valores corresponden a la proporcion de diferencias nucleotidicas;
valores cercanos a 0 indican una menor divergencia genética entre las secuencias analizadas.

presentes en 5 plantas de lombricompostaje. Cuatro
plantas localizadas en la region de las altas montafias
de Veracruz (MMTO, MMFT, MMCA y MMOL) y una
en Playa del Carmen en Quintana Roo (MMBA). La
evaluacion de caracteres externos permiti6é identificar
al menos 2 grupos morfoloégicamente distintos entre los
ejemplares, posiblemente correspondientes a especies
diferentes que, por sus caracteristicas, podrian ser E.
andrei'y P. excavatus. De los 15 ejemplares evaluados, 12
provenientes de las plantas de lombricompostaje MMTO,
MMCA, MMOL y MMBA compartieron un conjunto
homogéneo de caracteristicas morfologicas, mientras
que los 3 individuos de la poblacion MMFT presentaron
un fenotipo claramente distinto. Para estudios futuros,
se recomienda complementar la investigacion con el
analisis de caracteres internos y filogenias morfologicas,
permitiendo una caracterizacion completa de las
diferencias entre los grupos (Dominguez et al., 2015).
Para la identificacion molecular, estudios previos
han establecido umbrales de divergencia genética para
la delimitacion de especies mediante el gen COI. Hebert
et al. (2003) encontraron que las divergencias de COI
rara vez superan 2% dentro de una especie determinada,
mientras que los miembros de especies diferentes suelen

presentar divergencias mayores. Chang y James (2011)
revisaron la literatura y concluyeron que divergencias
inferiores a 9% pueden asignarse a la misma especie. En
estudios previos con lombrices de tierra, Rombke et al.
(2016) sefialaron que valores superiores a 10% podrian
indicar diferenciacion entre especies. Chang et al. (2009)
reportaron que las divergencias intraespecificas en el
gen COI en lombrices de tierra presentan un promedio
de 1.3%, mientras que las diferencias interespecificas
alcanzan un promedio de 18.7%.

En nuestro andlisis, las distancias genéticas calculadas
entre los especimenes muestreados en las plantas
de lombricompostaje MMTO, MMCA, MMBA, Ila
secuencia MMOLZ3 de la planta MMOL y las secuencias
de referencia de E. andrei fueron notablemente bajas (<
0.32%). La secuencia MMOL2 present6 una divergencia
ligeramente mayor (entre 1.2 y 1.3%) con respecto a
las secuencias de referencia de E. andrei; sin embargo,
su divergencia genética no excede (2%) los limites
tipicos observados de variacion intraespecifica (Chang
et al., 2009). Ademas, la herramienta de identificacion
del sistema BOLD asigné a todas estas secuencias,
incluida MMOL2, el BIN AAAS8685, que coincide con
E. andrei (tabla 2). Es importante destacar que no existe
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un umbral de divergencia genética fijo para determinar
cuando 2 muestras pertenecen a diferentes especies. Sin
embargo, tomando en cuenta el patrén observado por
Chang et al. (2009) en las divergencias intraespecificas,
indica que los ejemplares recolectados en las plantas de
lombricompostaje MMCA, MMBA, MMTO y MMOL
pertenecen a la especie E. andrei.

Por otro lado, las secuencias provenientes de la planta
MMFT, mostraron una divergencia genética minima
(0.15%) con respecto a la secuencia de referencia de P.
excavatus e identificadas como esta especie por BOLD
Systems (BIN AAC8637). También, todas las secuencias
estudiadas mostraron niveles de divergencia de entre 16 y
23% conrespecto a E. fetida, lo que sugiere que ninguna de
las secuencias analizadas pertenece a esta especie. Estos
hallazgos contradicen las afirmaciones de los propietarios
de las plantas de lombricompostaje, quienes indican que
las lombrices composteras que cultivan corresponden a
E. fetida. Sin embargo, diversas publicaciones sobre el
tema sefialan la presencia de E. andrei y P. excavatus en
instalaciones similares (Aranda et al., 1999, 2011).

Asimismo, el analisis fenético basado en el método
de NJ (fig. 1) permitié observar una clara agrupacion
de las secuencias obtenidas de las plantas MMCA,
MMBA, MMTO con las secuencias de referencia de
E. andrei. En el caso de la planta MMOL, la secuencia
MMOL3, se agrupa consistentemente con el clado de
las secuencias de E. andrei. Sin embargo, a pesar de
haber sido recolectadas en el mismo sitio y pertenecer a
la misma poblacioén cultivada, la secuencia MMOL?2 se
ubicd en una rama separada dentro del arbol fenético, en
concordancia con los resultados obtenidos en la matriz de
distancias genéticas por pares. Su ubicacion en el arbol
de NIJ sugiere una posible diferenciacion intraespecifica.
Esta discrepancia puede atribuirse a las limitaciones del
método fenético utilizado, el cual se basa iinicamente en
similitudes de distancia y no en relaciones filogenéticas
estadisticamente robustas (Saitou y Nei, 1987). También
es posible que MMOL2 represente un haplotipo divergente
0o una poblacién estructurada genéticamente dentro
de E. andrei. Este tipo de variacion intraespecifica ha
sido documentada previamente en lombrices de tierra
cultivadas y no necesariamente implica diferenciacion a
nivel de especie (Chang et al., 2009). Sin embargo, para
esclarecer esta posibilidad, seria recomendable integrar
otros datos de secuencias mitocondriales como el 16S
(Yadav y Mullah, 2017), secuencias nucleares (H3, ITS2,
18S, 28S) y de genotipado (microsatélites o SNPs) que
ofrezcan mayor resolucion (Barraux et al., 2024). Este
hallazgo, también resalta la importancia de analizar
multiples individuos por sitio y no asumir homogeneidad
genética dentro de una misma poblacion cultivada.

Por otro lado, las secuencias de la planta MMFT se
agruparon consistentemente con la secuencia de referencia
de P. excavatus. Estas agrupaciones presentaron altos
valores de soporte bootstrap, lo que respalda la solidez
de las asignaciones taxonomicas basadas en el codigo de
barras de DNA.

El analisis fenético basado en el método de NJ es
una herramienta util para la identificacion molecular
de lombrices de tierra, ya que permite visualizar
agrupamientos basados en similitudes genéticas y evaluar
la consistencia entre secuencias de prueba y secuencias de
referencia. Aunque este enfoque no permite inferencias
evolutivas profundas, brinda una delimitacion rapida y
confiable de especies, como en estudios ecologicos o de
lombricompostaje, donde las especies pueden presentar
morfologias cripticas (Changetal., 2009; King etal., 2008).
Este enfoque, combinado con el analisis de distancias
génicas por pares ha sido validado como una estrategia
eficaz para diferenciar especies dentro de géneros
complejos como FEisenia, donde la identificacion resulta
limitada (Rombke et al., 2016). Aunque en este estudio
no se secuencio el gen COI completo, la region utilizada
(650-653 pb) corresponde al fragmento estandarizado
para el codigo de barras en invertebrados y por su eficacia
ha sido ampliamente validado en estudios previos (Hebert
et al., 2003; Ratnasingham y Hebert, 2013).

La presencia de P. excavatus en una de las plantas
de lombricompostaje resulta particularmente relevante en
el ambito de la ecologia aplicada, debido a su elevada
tasa de reproduccion, rapida colonizacion del sustrato y
amplia tolerancia ambiental (tabla 4) (Suthar y Singh,
2008). Su presencia indica su capacidad de adaptacion
a condiciones ambientales especificas en las plantas de
lombricompostaje, donde los operadores asumian que las
lombrices de tierra composteras que cultivan son E. fetida
y/o roja californiana.

Por otro lado, E. andrei fue la especie predominante
en la mayoria de las plantas analizadas. Su prevalencia
se explica por sus caracteristicas biologicas: distribucion
cosmopolita, ciclo de vida corto, amplia tolerancia a la
variacion climatica, facilidad de manejo en entornos
operativos y experimentales (tabla 4) (Dominguez y
Edwards, 2004). Caracteristicas biologicas que la han
convertido en una de las especies mas utilizadas en
programas de lombricompostaje anivel global (Dominguez
y Edwards, 2004) y utilizada como especie centinela (al
igual que E. fetida) en los estudios ecotoxicologicos ISO-
17512 (ISO, 2008) y ISO-11268 (ISO, 2012).

En conclusion, el analisis de la region estandar
del gen mitocondrial COI (DNA barcoding) permitié
identificar con precision 2 especies de lombrices de tierra
composteras E. andrei y P. excavatus, descartando la
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Tabla 4

Caracteristicas biogeograficas y ambientales de lombrices de tierra identificadas en las plantas de lombricompostaje de Veracruz

y Quintana Roo, México.

Especie Familia Origen Estatus en Rango Rango Presencia en Referencias
biogeografico México altitudinal térmico  México
(m snm) °C)

Eisenia Lumbricidae Europa Exdtica 800-2,500 10-25 Sistemas de (Dominguez y
andrei vermicompostaje o Edwards, 2004;

sitios artificiales ~ Fragoso, 2011; Fragoso

y Rojas, 2014)
Perionyx  Megascolescidae Asia Exdtica 0-800 20-35 Suelos de (Fragoso, 2011;
excavatus introducida/ plantaciones Fragoso y Rojas, 2014;
naturalizada y ecosistemas Suthar y Singh, 2008)

perturbados

presencia de E. fetida en las plantas de lombricompostaje Dordrecht: Kluwer Academic Publishers. https:/doi.

evaluadas en las altas montafias del centro de Veracruz
y el Caribe mexicano (Quintana Roo). La identificacion
molecular obtenida concuerda, en gran medida, con
revisiones taxondmicas previas basadas en caracteres
morfologicos, como las analizadas por Aranda et al.
(1999) y Fragoso (2011), las cuales ya habian sefialado
la presencia predominante de E. andrei en sistemas de
lombricompostaje y en tiraderos y cimulos de pulpa de
café del centro de Veracruz. Finalmente, la confirmacion
de E. andrei y P. excavatus como especies presentes en
los sistemas evaluados sugiere la conveniencia de explorar
su coexistencia y desempefio conjunto en procesos de
lombricompostaje y biorremediacion de materiales
orgénicos, como el sargazo (Sargassum spp.), con el fin
de optimizar la eficiencia biologica y ambiental de estos
sistemas (Martinez-Cano et al., 2024).
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