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INTRODUCCION

Los miembros del género
Omalonyx d'Orbigny, 1837 (Succineidae)
(del griego omal/ = plano o achatado y
onyx = ufa o garra) forman parte del
grupo de

pulmonados que habitan la Argentina

gran gasteropodos
(Fernandez, 1973; Gutiérrez Gregoric et
al, 2013). Su distribucién abarca centroy
sur de América, e Caribe
(Barker, 20071; Arruda & Thomeé, 2008).

islas del

Generalmente, se encuentran asociados
a zonas de vegetaciéon proxima a
cuerpos de agua o sobre macroéfitas
flotantes (Barker, 2001; Arruda & Thomé,
2008; Garcia et al, 2012). Para la
Provincia de Misiones, Argentina se
registran unas 140 especies de
moluscos continentales, entre las que se
del
Omalonyx d'Orbigny, 1837 (Rumi et al,

2006, 2008; Nunez et al, 2010; Gutiérrez

incluyen  miembros género

Gregoric et al, 2013). De acuerdo con

modelos de distribucidn potencial,
Misiones se indica como area probable

de distribucion de las especies O. unguis

(d'Orbigny, 1837) vy O.

(Heynemann, 1868)

convexus
(Coscarelli et al,
2018). Sin embargo, hasta hace unos
pocos anos se desconocia la identidad
de las poblaciones de este género

registradas en la provincia,
confirmandose en 2018 la presencia de
O. unguis en arroyos aledafos a la
ciudad de Posadas (Guzman et al,
2018a).

A la fecha, los estudios genéticos
han realizado

en Omalonyx se

principalmente para explorar la
diversidad genética de sus poblaciones
y valorar las especies del grupo en el
marco de estudios taxondmicos (Vidigal
et al, 2018). Para el género, actualmente
se encuentran disponibles en CenBank
unas 158 secuencias de  ADN
correspondientes a los marcadores cox/,
185-ARNr, cyt b, ITS2y 165-ARNr, de las
cuales solo unas pocas secuencias
corresponden a especimenes de |la
Argentina. Por otra parte, del listado de
marcadores mencionados, los genes
de

interés para elucidar la historia evolutiva

ribosomales resultan particular
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del grupo por ser blanco frecuente de

eventos de insercién/delecidén, que
permiten valorar el polimorfismo de
secuencia con base en su estructura
secundaria (Ramirez & Ramirez, 2010).

de aportar

variabilidad

Con el fin

conocimiento sobre la
genética del género en la Argentina, en
este trabajo se presentan nuevas
secuencias para el gen 765-ARNra partir
especimenes misioneros de Omalonyx
unguis, asi como un analisis estructural
de la variabilidad genética, mapeada
sobre el modelo de estructura
secundaria disponible para la familia

Succineidae.

MATERIALES Y METODOS

Los especimenes incluidos en
este estudio fueron recolectados sobre
la margen de los arroyos Garupa y
Zaiman, en el sur de la Provincia de
Misiones (Fig. 1). La inspeccién morfo-
anatomica del sistema reproductor de
individuos se

los realizd siguiendo

principalmente a  Arruda (2011),
Coscarelli & Vidigal (2011) y Guzman et al.
(2018a). La extraccion de ADN se llevo a
cabo a partir de una porcion del
individuo,

CTAB

musculo pedal de cada

empleando un protocolo

estandarizado para gasteropodos

(Beltramino et al., 2018). La

amplificacion de la region parcial del
165-ARNr se

gen realizd mediante

reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizando los cebadores 16SF-104
y 165R-472 (Ramirez & Ramirez, 2010). La
reaccion de PCR se realizd en un
volumen final de 30 ul, conteniendo 30-
50 ng de ADN, 1X buffer de reaccion, 2
mM MgCl;, 200 uM dNTPs, cada cebador
a 02 uM y 125 U de 7ag Pegasus ADN
Polimerasa (Productos Bio-Logicos). La
amplificacion se realizd en un
termociclador T18 (lvema Desarrollos)
bajo el siguiente perfil térmico: 35 ciclos
de 94 °C (30 segundos), 48 °C (30
segundos), 72 °C

de 72

(1 minuto) y una
extension final °C durante 1
minuto. Los amplicones se purificaron
kit AccuPrep PCR

Purification Kit (Bioneer) y se enviaron a

mediante un

Macrogen (Corea) para su
secuenciacion automatica en ambos
sentidos. Las secuencias de ADN fueron
editadas y depositadas en CenBank
(numeros de acceso: MN58I915 a
MN581921).

Para evaluar el polimorfismo en el
material de estudio, las secuencias
fueron alineadas usando LocARNA (Will
et al, 2012) y contrastadas con las
secuencias disponibles en GenBank
mediante el algoritmo BLASTn. El
Nnumero de haplotipos en la muestra fue
inferido a través del programa DNAsp
(Rozas et al, 2017).

Finalmente, se

generd6 un modelo de estructura

secundaria para los dominios IV y V del

10
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gen 165-ARNr para O. unguis mediante
comparacion directa con el modelo de
referencia para la familia Succineidae
(Guzman et al, 2018b), sobre el cual se

mapeod el polimorfismo de secuencia

obtenido.
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Figura 1. Ubicacion geografica de las
poblaciones de  Omalonyx  unguis
analizadas en el presente estudio.

RESULTADOS

Se recolectaron y analizaron un
total de siete individuos de Omalonyx
sp., cinco provenientes del Arroyo
Garupa y dos del Arroyo Zaiman,

Misiones, Argentina (Tabla 1.

Anatdmicamente, los individuos se

identificaron como Omalonyx unguis

por la presencia de caracteres
morfoldgicos tipicos de la especie en
concordancia con lo descripto por
Arruda (2011), Coscarelli & Vidigal (2011) y
Guzman et al. (2018a).

Las secuencias parciales del gen
165-ARNr obtenidas en este estudio
presentaron un tamano en el rango de
255-259 pb. La longitud total del
alineamiento de secuencias fue de 260
pb. Se identificaron un total de seis
haplotipos y ocho posiciones variables,
de las cuales siete se trataron de
mutaciones del tipo /nde/ (Tabla 2). La
comparacién de estos haplotipos contra
la base de datos de CenBank mediante
BLASTn evidencio valores de identidad
en el rango del 98,06-9961% de
similaridad (con cobertura del 100%) en
relacion con una secuencia de O. unguis
disponible para el Arroyo Garupa
(MG459423). La estructura secundaria y
SuUs posiciones variables se muestran en

la Fig. 2.

Tabla 1. Registros de Omalonyx unguis obtenidos en el presente trabajo.

Ne° Localidad # Voucher Latitud Longitud # GenBank 165-ARNr
1 Arroyo Garupa IBS-Ma 073-1 27,478611°S  55,793333°0 MN581915
2 Arroyo Garupa IBS-Ma 073-2  27,478611°S  55,793333°0 MN581916
3 Arroyo Garupa IBS-Ma 073-3  27,478611°S  55,793333°0 MN581917
4 Arroyo Garupa IBS-Ma 073-4 27,478611°S  55,793333°0 MN581918
5 Arroyo Garupa IBS-Ma 073-5  27,478611°S  55,793333°0 MN581919
6  Arroyo Zaiman IBS-Ma 074-1 27,406111°S  55,893889°0 MN581920
7 Arroyo Zaiman IBS-Ma 074-2  27,406111°S  55,893889°0 MN581921

IBS-Ma: Coleccion Malacoldgica del Instituto de Biologia Subtropical, CONICET-Universidad Nacional de

Misiones.
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Tabla 2. Posiciones polimoérficas del gen 7165-ARNr para los
haplotipos de Omalonyx unguis del sur de la Provincia de

Misiones.

100 136 146 147 148 149 191 198
MNS581917 - T T T T T - C
MN581916 - - - - - A
MN581918 - - - - - A
MN581920 - A .
MN581915 - - - - A T
MN581919 - - - .
MN581921 A - - - A T
En ndmeros se indican las posiciones variables. MN581917 fue elegida como

secuencia de referencia. Los puntos indican identidad con la secuencia de

referencia y los guiones indican /ndels.

DISCUSION

En un esfuerzo para ampliar el
conocimiento sobre el background
genético de Omalonyx unguis en la
Argentina, en este trabajo se generaron
siete nuevas secuencias del marcador
mitocondrial 765-ARNr. Antes de este
estudio, solo se contaba en CenBank
con una UuUnica secuencia de este
marcador para todo el género,
correspondiente a un individuo de O.
unguis proveniente del Arroyo Garupa,
Misiones, Argentina

2017).

(Guzman et al,
A pesar del bajo numero de
secuencias analizadas, en este trabajo
de

posiciones

se documentd  polimorfismo

secuencias, con ocho
variables sobre un alineamiento de 260
pb, que reflejan niveles de variabilidad
relativamente altos en el

de

genética
material de estudio. Este nivel
polimorfismo sugiere que el gen 765-

ARNr representaria un buen marcador

molecular para estudios poblacionales
futuros dentro de O. unguis, no solo por
tratarse de una regidén ampliamente
utilizada en estudios de moluscos
(Standley et al, 2014, Guo et al, 2016;
Varney et al, 2016; Fernandez-Pérez et
al, 2017), sino también por la
disponibilidad de cebadores universales
(Ramirez & Ramirez, 2010) y su facil
secuenciacion (Krakowetz et al, 2010;
Vélez et al, 2012; Qi et al, 2013). Sin
embargo, a fin de confirmar su utilidad,
son requeridos mayores estudios con un
incremento en el numero de individuos
y poblaciones analizadas.

otra si  bien las

Por parte,

secuencias de los genes ribosomales

comunmente  sufren mutaciones,
funcionalmente se prioriza la
conservacion de su estructura
secundaria por sobre la secuencia

primaria de nucledtidos, debido al rol

fundamental de estos genes en la

sintesis proteica (Springer & Douzery,
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1996; Wang & Lee, 2002; Domingues de
2017).

Mmutaciones

Oliveira, En este sentido, las
caracterizadas en este
trabajo se concentraron
completamente en regiones de bucles,
dando cuenta de un mantenimiento de
la estabilidad estructural de la molécula.
Debido a que diversos autores destacan
resultados de

una mejora en los

estudios filogenéticos al involucrar la
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estructura secundaria de los genes

ribosomales alineamientos
(Wang & Lee, 2002; Subbotin et a/, 2007,

Li et a/, 2008; Keller et al, 2010), para lo

en sus

cual es necesario disponer de un
modelo estructural, se espera que los
resultados obtenidos en este trabajo
sirvan de base para futuros estudios
poblacionales en Omalonyx, asi como

en la familia Succineidae.
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Figura 2. Estructura secundaria de los dominios IV y V del gen 7165-ARNr de
Omalonyx unguis. A. Representacion esquematica de la estructura secundaria
del gen 765-ARNrpara moluscos; en color se indica la region amplificada en este
estudio. B. Modelo estructural para la especie propuesto aqui; en globos de
colores se indica el polimorfismo de secuencia a partir de los especimenes

analizados.
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