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Resumen
Las lombrices de tierra composteras desempeñan un papel clave en la descomposición de la materia orgánica, 

las especies epigeas del género Eisenia son utilizadas ampliamente para efectuar el proceso de lombricompostaje 
y como bioindicadores en los estudios toxicológicos. Sin embargo, la identidad taxonómica precisa de las especies 
(semejanza morfológica) representa un desafío y puede afectar la eficacia y función del proceso de lombricompostaje. 
En este estudio se determinó la identidad de lombrices presentes en 5 instalaciones de vermicompostaje de Veracruz 
y Quintana Roo, México, empleando análisis molecular basado en la secuenciación del gen mitocondrial COI. El 
análisis reveló 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 delimitación específica. 
Nuestros resultados destacan la necesidad de integrar métodos moleculares en la identificación de lombrices de tierra 
para su uso en los estudios toxicológicos y fortalecer el manejo sostenible de residuos orgánicos. 
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Introducción

Las lombrices de tierra desempeñan un papel 
fundamental en los ecosistemas terrestres debido a su 
contribución a la descomposición de la materia orgánica 
y a la mejora de las propiedades fisicoquímicas del suelo 
(Fragoso y Rojas, 2014). Por su relevancia ecológica 
ha motivado un interés creciente por comprender su 
diversidad y distribución global. Hasta la fecha, se han 
descrito alrededor de 5,700 especies de lombrices de 
tierra, aunque se considera que la diversidad real podría 
ser mucho mayor debido a la falta de taxonomía y la 
presencia de especies crípticas (Misirlioğlu et al., 2023). 
Esta diversidad refleja la adaptación de las lombrices de 
tierra a distintos hábitats y su uso potencial en diversas 
aplicaciones biotecnológicas.

Las lombrices de tierra epigeas habitan principalmente 
la hojarasca y se alimentan de materia orgánica en 
descomposición. Debido a estas características, varias 
especies han sido empleadas en prácticas sostenibles 
para el manejo de residuos orgánicos, particularmente 
en procesos de lombricompostaje (Domínguez y 
Edwards, 2004). La lombricomposta es el producto de 
la transformación biológica de residuos orgánicos en 
biofertilizantes ricos en nutrientes, proceso en el cual 
las lombrices desempeñan un papel central. No obstante, 
las especies epigeas utilizadas en lombricompostaje 
presentan diferencias importantes en su comportamiento, 
tolerancia ambiental y eficiencia en la degradación de los 
residuos, lo que genera variabilidad interespecífica en el 
rendimiento del proceso (Suthar y Singh, 2008).

En la región de alta montaña del centro de Veracruz, 
el lombricompostaje de residuos orgánicos se desarrolló 
inicialmente a partir del aprovechamiento de la pulpa 
de café. Durante esta etapa, las lombrices empleadas 
fueron identificadas morfológicamente como Eisenia 
fetida (Savigny, 1826) y Metaphire californica (Aranda, 

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

De manera paralela, en una instalación de 
lombricompostaje ubicada en Playa del Carmen, Quintana 
Roo, se emplean lombrices de tierra para el tratamiento de 
residuos orgánicos de origen vegetal y animal. En estos 
sistemas, la identificación de las especies también se ha 
basado principalmente en la apreciación empírica 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 taxonómica. Sin 
embargo, esta práctica puede ser errónea, especialmente 
cuando se trata de especies morfológicamente similares.

Diversas especies de lombrices de tierra han demos- 
trado potencial para la producción de lombricomposta  
(Domínguez 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 región; 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 más habituales en climas 
cálidos de baja altitud (por ejemplo, Quintana Roo). 
Especies de origen templado, por ejemplo L. rubellus, D. 
rubida, E. tetraedra son menos probables en la región, 
salvo en casos de introducción o microhábitats específicos 
(Fragoso y Rojas, 2014). Además, la coexistencia de 
múltiples especies con morfologías similares sugiere que 
la identificación basada únicamente en criterios visuales 
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puede ser inexacta, lo que resalta la necesidad de emplear 
herramientas de diagnóstico más precisas.

La identificación taxonómica de lombrices de tierra 
continúa siendo un desafío, especialmente entre especies 
estrechamente relacionadas. Un caso particularmente 
relevante es el de E. fetida y E. andrei, 2 especies ampliamente 
utilizadas en lombricompostaje, ecotoxicología, fisiología 
y genética. Varias investigaciones han demostrado de 
manera concluyente que se trata de especies biológicas 
distintas, aisladas reproductivamente (Domínguez et al., 
2005). Asimismo, los análisis filogenéticos basados en 
los genes 28S y COI (citocromo c oxidasa subunidad I) 
han corroborado su diferenciación evolutiva (Domínguez 
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 reproducción 
superiores a las de E. fetida (García et  al., 2019), lo 
que la convierte en una opción más eficiente para el 
tratamiento de residuos orgánicos. Asimismo, en estudios 
de ecotoxicología no es posible asumir respuestas 
equivalentes frente a contaminantes, ya que diferentes 
especies de lombrices pueden diferir en su sensibilidad y 
fisiología (Zhang et al., 2022). 

El método tradicional para clasificar las especies 
se basa en rasgos morfológicos como la pigmentación 
y las estructuras reproductivas; sin embargo, son 
características que pueden ser ambiguas y estar afectadas 
por el ambiente, lo que puede llevar a cometer errores 
para su identificación (Domínguez et  al., 2005). Con 
base en estas limitaciones de la taxonomía morfológica, 
se emplean cada vez más técnicas moleculares para 
distinguir y diferenciar entre especies morfológicamente 
semejantes. El gen mitocondrial de la subunidad I de la 
citocromo c oxidasa (COI) se ha utilizado ampliamente 
como marcador molecular para la identificación de 
especies debido a su alta divergencia interespecífica y 
baja variación intraespecífica (James et  al., 2010). Los 
análisis filogenéticos basados en secuencias del gen COI 
han demostrado ser eficaces para resolver incertidumbres 
taxonómicas dentro del género Eisenia, ofreciendo un 
enfoque confiable para la identificación de especies y 
estudios evolutivos (King et  al., 2008). Así, la técnica 
molecular aporta información relevante para conocer con 
seguridad la diversidad de lombrices de tierra en sistemas 
de lombricompostaje y se respalda su uso en prácticas 
sostenibles de manejo de residuos orgánicos. 

Dada la importancia de una identificación taxonómica 
precisa para estudios ecológicos, ecotoxicológicos y 
aplicaciones biotecnológicas, 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 
Capacitación para el Desarrollo Rural (MMCA), la Planta 
de Lombricomposta Teocelo (MMTO), la tienda “Hongos 
de las Altas Montañas” (MMFT), la Lombricomposta 
Olmos (MMOL) y Rancho Balam (MMBA). La 
información correspondiente a la ubicación, altitud, 
condiciones climáticas, rango de temperatura y sustrato 
principal de cada instalación se presenta en la tabla 1. 

En cada una de las plantas de lombricompostaje 
(MMCA, MMTO, MMFT, MMOL y MMBA) se 
recolectó aproximadamente 1 kg de sustrato que contenía 
lombrices de tierra, constituido como muestra compuesta, 
obtenida al tomar una muestra de cada una de las camas 
de lombricompostaje presentes en cada planta. Éste 
fue transportado en cajas de plástico al Instituto de 
Biotecnología y Ecología 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 días 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 orgánica, después se sumergieron en 
formol 4%. A las 24 h se realizó la descripción taxonómica 
con el apoyo de un estereomicroscopio para identificar 
posibles diferencias morfológicas externas (tamaño 
corporal, número de segmentos, coloración, posición del 
clitelo y los tubérculos pubertarios) entre los especímenes 
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 código de barras genético basada 
en la secuenciación del gen mitocondrial de la subunidad I 
del citocromo c oxidasa (650-653 pb). Para ello, se utilizó 
el método estandarizado por Römbke et  al. (2016), ISO 
(2019) y Prosser et al. (2013). Primero, se cortó una sección 
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de 4 mm del tejido de la cola de 5 lombrices de cada lote 
utilizando un bisturí. La extracción de DNA se realizó 
empleando el método de extracción HotShot (Montero-
Pau et  al., 2008). La concentración de DNA se midió 
con absorbancia a 260 nm usando un espectrofotómetro 
GeneQuant II (Pharmacia Biotech Co.).

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se llevó 
a cabo siguiendo el protocolo descrito por DeWaard et al. 
(2008). El gen COI se amplificó utilizando los cebadores 
ZplankF1_t1 y ZplankR1_t1 (Prosser et  al., 2013). La 
mezcla de reacción de PCR tuvo un volumen total de 
10.37 µL, que contenía: 2 µL de agua ultrapura, 6.25 µL 
de trehalosa al 10%, 1.25 µL de tampón 10X, 0.625 µL de 
MgCl2 (50 mM), 0.0625 µL de dNTPs (10 mM), 0.125 µL 
de cada cebador (10 µM) y 0.06 µL de la enzima Platinum 
Taq DNA polimerasa. Se añadieron 3 µL de DNA de cada 
muestra a la mezcla de PCR, obteniéndose un volumen 
final de 13.5 µL por tubo (10.5 µL de mezcla de PCR 
y 3 µL de DNA). Los tubos para PCR se colocaron en 
un termociclador Eppendorf con el siguiente programa: 
desnaturalización 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; extensión 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 
secuenciación se realizó utilizando el kit BigDye© 
Terminator v.3.1, seguido de una secuenciación 
bidireccional en un secuenciador automático 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 están disponibles en el 
conjunto de datos Taxonomic Identification of Annelids 
(TIAMD). Todas las secuencias que cumplieron con los 
estándares mínimos de calidad (> 500 pb, < 1% de bases 
ambiguas, sin codones de paro ni contaminación) fueron 
asignadas a un número de índice de código de barras 
(BIN) en BOLD (Ratnasingham y Hebert, 2013).

Con base en Römbke 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 ecotoxicológicas 
ISO-21286 (ISO, 2019). Para P. excavatus, se utilizó 
una secuencia de referencia disponible en BOLD 
(EWSJA764-08); además, se incluyó una secuencia 
adicional de E. andrei disponible en BOLD Systems 
(GBAN0383-06). Posteriormente, se realizó el cálculo de 
las distancias génicas entre las secuencias, se estimaron 
utilizando el software Mega v7.0 (Kumar et al., 2016) y se 
evaluó la confiabilidad de las estimaciones de distancia, 
se realizaron 1,000 réplicas bootstrap. Las matrices de 
distancia obtenidas se usaron en los análisis comparativos 
entre grupos. Las secuencias fueron alineadas previamente 
utilizando ClustalW incorporado en Mega. Finalmente, la 
identificación molecular se realizó 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 
especímenes procedentes de la planta MMFT mostraron 
diferencias evidentes en comparación con el resto 

Tabla 1
Condiciones ambientales y manejo en plantas de lombricompostaje de Veracruz y Quintana Roo, México.

Planta de 
lombricompostaje

Ubicación Altitud
(m snm)

Clima Temperatura 
(ºC)

Fuente de alimento

UNCADER Coatepec, Ver.  
(19°27’46.7” N, 96°58’2’’ O)

1,200-1,270 Templado-húmedo 10 - 29 Residuos de hojarasca

Teocelo Teocelo, Ver.  
(19°22’43.3” N, 96°57’55.3’’ O)

1,107 Templado-húmedo 10 - 30 Residuos de frutas y 
verduras

Tienda Hongos Fortín de las Flores, Ver. 
(18°54’50” N, 96°58’51.7” O)

1,000-1,070 Cálido-subhúmedo 22 - 31 Residuos del cultivo 
de setas y estiércol de 
ganado

Olmos San Marcos de León, Ver. 
(19°25’25.2” N, 96°57’50.6” O) 

1,143- 1,320 Cálido-subhúmedo 20 - 32 Pulpa de café

Rancho Balam Playa del Carmen, Quintana Roo 
(20°47’00.8” N, 86°57’27.5” O)

Nivel del mar Cálido-subhúmedo 25.5 - 28 Estiércol de ganado
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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 número 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 relación con la coloración, los especímenes 
de MMTO, MMCA, MMBA y MMOL mostraron un 
color rojo oscuro homogéneo con franjas intersegmentales 
amarillas o pálidas; sin embargo, las lombrices de tierra de 
MMFT mostraron una coloración rosada a marrón claro y 
sin franjas amarillas. El clitelo de las lombrices de tierra 
de MMTO, MMCA, MMBA y MMOL se localizó 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 morfológicas entre los especímenes
sugieren que podrían 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 número de 
muestras procesadas y los BINs asignados se debió a que 
en un ejemplar de la población MMOL la extracción de 
DNA no fue exitosa, falló la secuenciación o no cumplió 
con todos los requisitos para obtener un BIN. Sin embargo, 
fue posible identificar la especie, ya que la secuenciación se 
realizó 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 códigos 
de identificación 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 y 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 
registró una divergencia mínima de 0.15% respecto a 
P. excavatus (tabla 3). El análisis fenético, que permite
agrupar organismos en función de su similitud general
de caracteres genéticos, se realizó mediante el método de
Neighbor-Joining (NJ), el cual construye un árbol fenético
basado en distancias entre secuencias. Este análisis reveló
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).

Discusión

En el presente estudio, se empleó el análisis de código 
de barras de DNA (secuenciación del gen mitocondrial 
COI) para identificar las especies de lombrices de tierra 

Figura 1. Árbol de “neighbor-joining” de 14 secuencias 
generadas en este estudio (color rojo) y secuencias de referencia 
(color azul) de Römbke et  al. (2016) y BOLD Systems. Los 
valores bootstrap (1,000 réplicas) > 96% se muestran junto a 
las ramas. El árbol está dibujado a escala, con longitudes de 
rama proporcionales al número de diferencias de bases por 
sitio (distancias p).
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Tabla 2
Códigos de identificación y BIN de secuencias COI de lombrices de tierra de referencia y de las plantas de lombricompostaje de 
Veracruz y Quintana Roo, México.

Código de identificación Origen Secuencia 650-653 pb BIN

TIAMD007-24
MMCA1

UNCADER BOLD Systems AAA8685

TIAMD008-24
MMCA2

UNCADER BOLD Systems AAA8685

TIAMD009-24
MMCA3

UNCADER BOLD Systems AAA8685

TIAMD004-24
MMTO1

Teocelo BOLD Systems AAA8685

TIAMD005-24
MMTO2

Teocelo BOLD Systems AAA8685

TIAMD006-24
MMTO3

Teocelo BOLD Systems AAA8685

TIAMD001-24
MMFT1

Tienda Hongos BOLD Systems AAC8637

TIAMD002-24
MMFT2

Tienda Hongos BOLD Systems AAC8637

TIAMD003-24
MMFT3

Tienda Hongos BOLD Systems AAC8637

TIAMD010-24
MMOL1

Olmos BOLD Systems

TIAMD011-24
MMOL2

Olmos BOLD Systems AAA8685

TIAMD012-24
MMOL3

Olmos BOLD Systems AAA8685

TIAMD022-24
MMBA1

Rancho Balam BOLD Systems AAA8685

TIAMD023-24
MMBA2

Rancho Balam BOLD Systems AAA8685

TIAMD024-24
MMBA3

Rancho Balam BOLD Systems AAA8685

AY874513.1
E. fetida

Römbke et al. (2016) GenBank

AY874515.1
E. fetida

Römbke et al., (2016) GenBank

JN869997.1
E. andrei

Römbke et al. (2016) GenBank

GBAN0383-06
E. andrei

Römbke et al. (2016) BOLD Systems AAA8685

AY874511.1
E. andrei

Römbke et al. (2016) GenBank

EWSJA764-08
P. excavatus

Endemic Species Research 
Institute

BOLD Systems AAC8637

Códigos de identificación, procedencia, base de datos y números 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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presentes en 5 plantas de lombricompostaje. Cuatro 
plantas localizadas en la región de las altas montañas 
de Veracruz (MMTO, MMFT, MMCA y MMOL) y una 
en Playa del Carmen en Quintana Roo (MMBA). La 
evaluación de caracteres externos permitió identificar 
al menos 2 grupos morfológicamente distintos entre los 
ejemplares, posiblemente correspondientes a especies 
diferentes que, por sus características, podrían 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 características morfológicas, mientras 
que los 3 individuos de la población MMFT presentaron 
un fenotipo claramente distinto. Para estudios futuros, 
se recomienda complementar la investigación con el 
análisis de caracteres internos y filogenias morfológicas, 
permitiendo una caracterización completa de las 
diferencias entre los grupos (Domínguez et al., 2015). 

Para la identificación molecular, estudios previos 
han establecido umbrales de divergencia genética para 
la delimitación 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, Römbke et  al. 
(2016) señalaron que valores superiores a 10% podrían 
indicar diferenciación entre especies. Chang et al. (2009) 
reportaron que las divergencias intraespecíficas en el 
gen COI en lombrices de tierra presentan un promedio 
de 1.3%, mientras que las diferencias interespecíficas 
alcanzan un promedio de 18.7%. 

En nuestro análisis, las distancias genéticas calculadas 
entre los especímenes muestreados en las plantas 
de lombricompostaje MMTO, MMCA, MMBA, la 
secuencia MMOL3 de la planta MMOL y las secuencias 
de referencia de E. andrei fueron notablemente bajas (< 
0.32%). La secuencia MMOL2 presentó 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 límites 
típicos observados de variación intraespecífica (Chang 
et  al., 2009). Además, la herramienta de identificación 
del sistema BOLD asignó a todas estas secuencias, 
incluida MMOL2, el BIN AAA8685, que coincide con 
E. andrei (tabla 2). Es importante destacar que no existe

Tabla 3
Matriz de distancias genéticas de lombrices de tierra composteras de Veracruz y Quintana Roo, México. 

P. excavatus
EWSJA764-08

E. andrei
GBAN0383-06

E. andrei
JN869997.1

E. andrei
AY874511.1

E. fetida 1
AY874513.1

E. fetida 2
AY874515.1

MMFT1 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
MMTO1 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
MMBA1 0.2648485363 0.0000000000 0.0000000000 0.0030865172 0.1649064730 0.1653642510
MMBA2 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, así como 14 secuencias generadas en este estudio. Los valores corresponden a la proporción de diferencias nucleotídicas; 
valores cercanos a 0 indican una menor divergencia genética entre las secuencias analizadas.
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un umbral de divergencia genética fijo para determinar 
cuándo 2 muestras pertenecen a diferentes especies. Sin 
embargo, tomando en cuenta el patrón observado por 
Chang et al. (2009) en las divergencias intraespecíficas, 
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 mínima 
(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% con respecto 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 señalan la presencia de E. andrei y P. excavatus en 
instalaciones similares (Aranda et al., 1999, 2011).

Asimismo, el análisis fenético basado en el método 
de NJ (fig. 1) permitió observar una clara agrupación 
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 población cultivada, la secuencia MMOL2 se 
ubicó en una rama separada dentro del árbol fenético, en 
concordancia con los resultados obtenidos en la matriz de 
distancias genéticas por pares. Su ubicación en el árbol 
de NJ sugiere una posible diferenciación intraespecífica. 
Esta discrepancia puede atribuirse a las limitaciones del 
método fenético utilizado, el cual se basa únicamente en 
similitudes de distancia y no en relaciones filogenéticas 
estadísticamente robustas (Saitou y Nei, 1987). También 
es posible que MMOL2 represente un haplotipo divergente 
o una población estructurada genéticamente dentro 
de E. andrei. Este tipo de variación intraespecífica ha 
sido documentada previamente en lombrices de tierra 
cultivadas y no necesariamente implica diferenciación a 
nivel de especie (Chang et al., 2009). Sin embargo, para 
esclarecer esta posibilidad, sería 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 resolución (Barraux et  al., 2024). Este 
hallazgo, también resalta la importancia de analizar 
múltiples individuos por sitio y no asumir homogeneidad 
genética dentro de una misma población 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 taxonómicas basadas en el código de 
barras de DNA. 

El análisis fenético basado en el método de NJ es 
una herramienta útil para la identificación 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 delimitación rápida y 
confiable de especies, como en estudios ecológicos o de 
lombricompostaje, donde las especies pueden presentar 
morfologías crípticas (Chang et al., 2009; King et al., 2008). 
Este enfoque, combinado con el análisis de distancias 
génicas por pares ha sido validado como una estrategia 
eficaz para diferenciar especies dentro de géneros 
complejos como Eisenia, donde la identificación resulta 
limitada (Römbke et  al., 2016). Aunque en este estudio 
no se secuenció el gen COI completo, la región utilizada 
(650-653 pb) corresponde al fragmento estandarizado 
para el código 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 ámbito de la ecología aplicada, debido a su elevada 
tasa de reproducción, rápida colonización del sustrato y 
amplia tolerancia ambiental (tabla 4) (Suthar y Singh, 
2008). Su presencia indica su capacidad de adaptación 
a condiciones ambientales específicas en las plantas de 
lombricompostaje, donde los operadores asumían 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 mayoría de las plantas analizadas. Su prevalencia 
se explica por sus características biológicas: distribución 
cosmopolita, ciclo de vida corto, amplia tolerancia a la 
variación climática, facilidad de manejo en entornos 
operativos y experimentales (tabla 4) (Domínguez y 
Edwards, 2004). Características biológicas que la han 
convertido en una de las especies más utilizadas en 
programas de lombricompostaje a nivel global (Domínguez 
y Edwards, 2004) y utilizada como especie centinela (al 
igual que E. fetida) en los estudios ecotoxicológicos ISO-
17512 (ISO, 2008) y ISO-11268 (ISO, 2012). 

En conclusión, el análisis de la región estándar 
del gen mitocondrial COI (DNA barcoding) permitió 
identificar con precisión 2 especies de lombrices de tierra 
composteras E. andrei y P. excavatus, descartando la 
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presencia de E. fetida en las plantas de lombricompostaje 
evaluadas en las altas montañas del centro de Veracruz 
y el Caribe mexicano (Quintana Roo). La identificación 
molecular obtenida concuerda, en gran medida, con 
revisiones taxonómicas previas basadas en caracteres 
morfológicos, como las analizadas por Aranda et  al. 
(1999) y Fragoso (2011), las cuales ya habían señalado 
la presencia predominante de E. andrei en sistemas de 
lombricompostaje y en tiraderos y cúmulos de pulpa de 
café del centro de Veracruz. Finalmente, la confirmación 
de E. andrei y P. excavatus como especies presentes en 
los sistemas evaluados sugiere la conveniencia de explorar 
su coexistencia y desempeño conjunto en procesos de 
lombricompostaje y biorremediación de materiales 
orgánicos, como el sargazo (Sargassum spp.), con el fin 
de optimizar la eficiencia biológica y ambiental de estos 
sistemas (Martínez-Cano et al., 2024). 
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