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Filogenia molecular de las especies del subgénero
Fissurella (Mollusca: Vetigastropoda)
de la costa chilena

Molecular phylogeny of the species from the subgenus Fissurella
(Mollusca: Vetigastropoda) found on the Chilean coast
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Abstract.-Several species of the genus Fissurella coexist on the rocky intertidal substrate in the southeastern
coast of the Pacific Ocean. Thirteen species are considered as valid, considering some variable and morphologically
unstable species, which have historically allowed registering 58 specific names. This report describes the congruence
degree existing between the current typological classification and molecular data obtained from nuclear and
mitochondrial genes. Data includes sequences of the spacers ITS1 and ITS2 in the nuclear ribosomal operon and
partial sequences of the mitochondrial gene ND1. Reconstruction of phylogenetic relations shows congruence
between mitochondrial and nuclear data and allows us to clearly establish two groups of species, including
polyphyletic species. The first group contains the ‘latimarginata complex’, which includes morphotypes of F.
latimarginata, F. cumingi, F. bridgesii and F. oriens. In addition, the monophyletic species F. radiosa, F. pulchra and
F. peruviana are included in this group. The second group corresponds to the complex ‘costata-picta’ that
includes F. costata and F. picta. Other monophyletic species in this group were F. maxima in an intermediate
position, F. limbata and F. nigra in a basal position. According to our results, F. crassa was situated in a basal
position, i.e., close to root, within the phylogenetic tree. This data indicates the necessity of a taxonomic
revision of this genus.

Key words: Taxonomy, Fissurellidae, sympatric species, genes

Resumen.- Varias especies del género Fissurella coexisten en simpatria en el sustrato rocoso de la region
suroriental del Océano Pacifico. La taxonomia actual basada en caracteres morfoldgicos variables e inestables,
considera 13 especies validas para este género, los cuales historicamente han permitido registrar 58 nombres
especificos. Este trabajo evalla el grado de congruencia existente entre la actual clasificacion tipoldgica y los
datos moleculares obtenidos a partir de genes mitocondriales y nucleares. Estos datos incluyen la secuencia
parcial del gen mitocondrial ND1 y la de los espaciadores ITS1 e ITS2 del operon ribosomal nuclear. La reconstruccion
de las relaciones filogenéticas muestra una congruencia entre datos mitocondriales y nucleares y permite establecer
claramente dos grupos de especies, que incluyen especies polifiléticas. En el primero se localiza el ‘complejo
latimarginata’, que incluye indistintamente morfotipos de F. latimarginata, F. cumingi, F. bridgesii y F. oriens.
Junto a esas especies polifiléticas se sitGan las monofiléticas F. radiosa, F. pulchra y F. peruviana. En el segundo
grupo se sitla el complejo ‘costata-picta’ que incluye a F. costata y F. picta. Las otras especies monofiléticas de
este grupo son F. maxima, en posicion intermedia F. limbata y F. nigra en posicion basal. La especie F. crassa se
sitla en posicion basal, i.e., proximo a la raiz del arbol filogenético. Estos datos indican la necesidad de una
revision taxonoémica de este género.
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INTRODUCCION

La region de aguas templadas del Océano Pacifico
suroriental incluye las provincias faunisticas Peruviana
y Magallanica, con una zona templada transicional entre
ambas (Balech 1954, Castilla 1979, Lancellotti & Vasquez
1999). La corriente de Humboldt confiere a esta region
una alta productividad y biodiversidad. Cada provincia
faunistica presenta endemismos con superposicion en la
distribucion de las especies en la zona de transicion
(Lancellotti & Vasquez 1999). La riqueza de esta region
ha sido explotada por el hombre desde la colonizacion del
area costera en el Eoceno (Vilaxa & Corrales 1993), siendo
las especies de moluscos del género Fissurella un
habitual recurso alimentario al poseer un pie muscular
muy desarrollado. En los ultimos 5 afios, el sector
pesquero artesanal ha explotado un promedio anual de
1.900 ton, que aparece registrada mayoritariamente con el
nombre genérico de Fissurella spp. (SERNAPESCA 2009)!
denominacioén que no diferencia los volumenes de
extraccion de cada especie, en concordancia con las
dificultades inherentes para la identificacion de éstas
mediante claves tipologicas (Vegas-Velez 1968).

Las especies del género Fissurella, popularmente
llamadas ‘lapas’, coexisten en simpatria habitando el
sustrato rocoso de la zona intermareal media a la
submareal, son consumidores primarios y se alimentan
de macroalgas (Bretos 1978, Osorio ef al. 1988). Desde
1984 se reconocen y aceptan como validas 13 especies: F.
peruviana Lamarck, 1822; F. maxima Sowerby, 1835; F.
limbata Sowerby, 1835; F. pulchra Sowerby, 1835; F.
bridgesii Reeve, 1849; F. cumingi Reeve, 1849; F.
latimarginata Sowerby, 1835; F. costata Lesson, 1831;
F. crassa Lamarck, 1822; F. nigra Lesson, 1831, F. oriens
Sowerby, 1835, E picta (Gmelin, 1791);y F. radiosa Lesson,
1831, organizadas en 3 grupos denominados F. peruviana,
F. maxima y F. limbata pertenecientes al subgénero
Fissurella ‘sensu stricto’ (McLean 1984). La taxonomia
vigente se fundamenta en los caracteres de la concha
tales como morfologia, coloracion, disefio y el tamafio y
color del pie. Sin embargo, histéricamente, la taxonomia
de estas especies bajo la perspectiva de distintos autores
ha llegado a originar un registro de 58 nombres especificos
(McLean 1984). Los caracteres tipologicos son
ampliamente variables y con frecuencia se superponen a
nivel interespecifico. Asi varian con la edad (tamafio) y
presentan escasas diferencias entre los juveniles de

distintas especies, lo cual limita la utilidad de las claves
de identificacion a los animales adultos (Vegas-Velez
1968). Ademas, la concha tiene una estructura que
constituye una superficie muy favorable para la fijacion
de organismos epibiontes, los cuales encubren y
deterioran los caracteres tipoldgicos (Bretos 1979, McLean
1984, Bretos et al. 1988, Bretos & Chihuailaf 1990, Olivares
etal. 1998).

En consecuencia, la taxonomia del subgénero
Fissurella, sustentada en caracteres corporales,
morfoldgicos, estructurales y de disefio de la concha,
considerados variables e inconsistentes, generan
controversias, y las especies actualmente reconocidas
no estan al margen de discrepancias. Recientemente,
estudios de microscopia electrénica ponen en evidencia
diferencias existentes en la ultraestructura del nticleo del
espermatozoide entre las especies F. crassa, F.
latimarginata y F. cumingi (Collado & Brown 2003, 2005),
las cuales podrian ser de valor taxondmico y permitirian
validar el estatus de esas especies. Con el objetivo de
llevar a cabo una autentificacion genética de las diversas
especies de lapas, destinadas a uso alimentario, el analisis
de PCR-RFLP de secuencias del gen citocromo b
mitocondrial mostrd una incongruencia entre la taxonomia
establecida y los datos patrones de RFLP observados.
Asi, especies taxonomicamente diferenciadas presentaron
patrones de RFLP idénticos (Olivares-Paz et al. 2006)

La descripcion formal de muchas especies no ha
contado con el aporte de datos genético-moleculares
debido a que han sido aplicados en las ultimas dos
décadas. Los estudios genéticos moleculares proveen
mayor precision en la determinacion taxonémica y en la
asignacion de individuos a taxones concretos (Hillis 1987),
siendo ambas técnicas complementarias y necesarias para
la descripcion de especies. Se plantea la hipotesis de que
la incorporacion de datos moleculares para la inferencia
de las relaciones filogenéticas dentro del género
Fissurella permitiran obtener una vision alternativa, pero
incongruente con su actual sistematica. Asi, frente a la
discutible taxonomia del género Fissurella, el presente
estudio evalta el grado de congruencia entre la
clasificacion establecida en base a caracteres
morfolégicos (McLean 1984, Oliva & Castilla 1992) y las
relaciones filogenéticas obtenidas a partir de datos
moleculares mitocondriales y nucleares.
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MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares de cada una de las 13 especies actualmente
clasificadas dentro del subgénero Fissurella fueron
recolectados entre la zona intermareal media y submareal,
a una profundidad maxima de 20 m, en las localidades
indicadas en la Tabla 1. La identificacion y asignacion
especifica de ejemplares con fenotipos caracteristicos,
se realiz6 en base a los caracteres morfologicos de valor

(Oliva & Castilla 1992). Los ejemplares fueron preservados
en 70% etanol a temperatura ambiente y en refrigeracion
hasta su analisis. Se usaron como grupos externos ejemplares
de las especies atlanticas Fissurella nimbosa Linnaeus,
1758 (Atlantico oeste), Fissurella schrammii Fischer, 1857
(Atlantico este) y Diodora graeca Linnaeus, 1758
(Atlantico nordeste) de la familia Fissurellidae (Tabla 1).

taxonémico (McLean 1984) y claves de identificacion

Tabla 1. Localizacion de las areas de
muestreo de los ejemplares analizados

de las diferentes especies del género
Fissurella. Se indica el tamafio muestral
(N), sus coordenadas geograficas y el
cadigo de identificacion / The location of
sample areas for analyzed specimens of the
subgenus Fissurella. Sample size (N),
geographical coordinates and identification
codes are shown

Especie N Localidad Latitud Longitud  Cddigo
F. bridgesii Reeve, 1849 2 Caleta Camarones 19°12° S 70°177 W  FBRInCA
4 LosVerdes (Iquique)  20°27° S 70°12°W FBRIn
F. costata Lesson, 1831 2 Tilgo 29°31° S 71°19° W  FCOSnTI
4 Lalslade Algarrobo  33°21° S 71°41” W FCOSnAl
2 Arco Cocholgue 36°35° S 72°58° W FCOSnTC
F. crassa Lamarck, 1822 2 LosVerdes (Iquique)  20°27° S 70°12° W FCRAnI
2 Coloso (Antofagasta) 23°44° S 70°28° W FCRAnA
2 Tilgo 29°31° S 71°19°W  FCRAnTI
F. cumingi Reeve, 1849 3 Los Verdes (Iquique) 20°27° S 70°12° W FCUMnI
2 Punta Arenas 21°38° S 70°09°'W  FCUMNT
2 (Tocopilla) 26°10° S 70° 40" W FCUMnPA
2 Isla Pan de Azucar 29°31° S 71°19° W  FCUMNTI
2 Tilgo 33°21° S 71°41” W FCUMnAI
3 Lalslade Algarrobo  41°50° S 73°49° W FCUMNIC
4 Isla Cochino. Polocue 41°53° S 74°02° W FCUMnNPC
F. latimarginata Sowerby, 1835 2 Los Verdes (Iquique) 20°27° S 70°12° W  FLATnI
2 Punta Arenas 21°38° S 70°09°W  FLATnT
3 (Tocopilla) 23°44° S 70°28° W FLATnC
2 Coloso (Antofagasta) 26°10° S 70°40° W FLATnPA
2 Isla Pan de Azicar 29°31° S 71°19° W FLATNTI
2 Tilgo 33°21°S 71°41” W FLATnAI
2 Lalslade Algarrobo  36°35° S 72°58° W FLATnTC
Arco Cocholgue
F. limbata Sowerby, 1835 2 Los Verdes (Iquique) 20°27° S 70° 12 W FLIMnI
2 Coloso (Antofagasta) 23°44° S 70°28° W  FLIMnC
2 Tilgo 29°31° 8 71°19° W FLIMnTI
I Lalslade Algarrobo  33°21° S 71°41” W FLIMC2AI
F. maxima Sowerby, 1835 2 Coloso (Antofagasta) 23°44° S 70°28° W  FMAXnA
2 Tilgo 29°31° 8 71°19° W FMAXnTI
2 Lalslade Algarrobo  33°21° S 71°41° W  FMAXnAlI
2 Los Bajos 33°54’8S 71°50° W FMAXnPI
F. nigra Lesson, 1831 2 Isla Kalau 49°26” S 75°30° W FNIGnIK
F. oriens Sowerby, 1835 2 Calbuco 41°46” S 73°30°W FORInCC
2  Pargua 41°48° S 73°28" W FORInP
F. peruviana Lamarck, 1822 4 LaRinconada 23°28° S 70°30° W FPERn
F. picta (Gmelin, 1791) 2 Los Bajos 33°54° S 71°50° W FPICnPI
2 Punta Quillagua 41°35° S 73°48° W FPICnPQ
F. pulchra Sowerby, 1835 2 Caleta Camarones 19°12° S 70°17° W FPULnCA
2 Los Verdes (Iquique) 20°27°S 70°12° W FPULnI
2 Tilgo 29°31° S 71°19* W FPULNTI
F. radiosa Lesson, 1831 2 Isla Cochino 41°50° S 73°49° W  FRADnIC
F. nimbosa Linnaeus, 1978 3 Venezuela 11°02° N 63°53"W FNIMn
F. schrammii Fischer, 1857 6 Cabo verde 16°05° N 22°50°W FSCHn
D. graeca Linnaeus, 1758 1 Aguifio, Espafia 42°31° N 9°W DGRAn
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Un fragmento (30-40 mg) del pie de cada ejemplar fue
utilizado para el aislamiento del ADN total siguiendo el
protocolo descrito para el uso del DNeasy Tissue Kit
(Qiagen). El tejido muscular fue digerido con proteinasa
K (600 mAU mL™") (Qiagen) a 55°C durante 15 hy el ADN
cluido se almaceno a -20°C, para ser usado en las distintas
amplificaciones. La integridad del ADN aislado fue
verificada por electroforesis en gel de agarosa al 1%,
teflido con bromuro de etidio y visualizandose bajo luz
ultravioleta. La concentracion y pureza del ADN se
determiné a través de la absorbancia a 260 nmy la relacion
260/280 nm, respectivamente, en un espectrofotometro
Smart SpecTM (Bio-Rad). Mediante PCR (Saiki ez al. 1988)
fueron amplificados un fragmento del gen mitocondrial
de la subunidad 1 de la NADH deshidrogenasa (ND1),
incluyendo parte del ARNt-Leu adyacente, y los
espaciadores ITS1 e ITS2 del operon ribosomal nuclear.
Laamplificacion en el gen ND1 fue llevada a cabo mediante
los cebadores de disefio propio FISSI-NDI1F (5°-
GGTGGCAGAATAAGTGCGTTAG-3")y FISS2-NDIR (5°-
TACAGCCCGAATTGCCCC-3’). Laamplificacion de ITS1
¢ ITS2 se ha obtenido mediante PCR anidada. En la primera
PCR fueron usados los cebadores 18d-5" (Palumbi 1998)
y BAB28S-2R (Quinteiro et al. 2005). En una segunda
reaccion fueron combinados los cebadores 18d-5" y
BABS5.8S-1R (5’- GCCGCCATATGCGTTCA-3’), de disefio
propio, junto con el juego BABS5.8S-1F (5°-
TGAACGCATATGGCGGC-3’), complementario del
anterior, y BAB28S-2R, para la amplificacion de ITS1 e
ITS2, respectivamente.

Cada reaccion de amplificacion se hizo en un volumen
total de 12,5 uL con tampoén Promega 1x; 2,5 mM MgCl2;
200 uM dNTPs; 0,2 uM cebadores especificos de cada
fragmento; 0,025 unidades de Taqg DNA polimerasa
(Promega); 40-50 ng de ADN total. El perfil de PCR fue:
94°C, 3 min; 30 ciclos de 94°C, 40 seg; 50°C, 40 seg; 72°C,
100 seg; 72°C, 7 min. En la amplificaciéon de ITS la
temperatura de fusion se increment6 hasta los 60°C.

Los productos de secuenciacion fueron enzimaticamente
purificados con ExoSAP-IT (Amersham-Biosciences) y
secuenciadas las dos hebras con BigDye Terminator v3.1
(Applied Biosystems). Los productos de extension
fluorescentes fueron separados mediante electroforesis y
detectados empleando un secuenciador automatico ABI
PRISM 377 (Applied Biosystems).

Las secuencias fueron revisadas y alineadas usando
el programa BioEdit 7.01 (Hall 1999). La estimacion de la
diversidad nucleotidica, diversidad haplotipica, sitios
polimérficos y frecuencias nucleotidicas fue llevada a
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cabo utilizando el programa DnaSP v4.10 (Rozas et al.
2003). La reconstruccion de las relaciones filogenéticas
entre secuencias se baso en el criterio de distancias. Se
llevo a cabo la seleccion del modelo evolutivo adecuado
para el analisis de los juegos de secuencias del gen
mitocondrial ND1 mediante el programa ModelTest 3.6
(Posada & Crandall 1998) y PAUP* 4.0b10 (Swofford
2002). Se tuvieron en cuenta tanto los resultados
obtenidos mediante la aplicacion de criterio de Akaike
como mediante el analisis jerarquizado de los diversos
modelos, basado en el test de relacion de verosimilitudes
(hLRT) (Posada & Crandall 1998). El modelo seleccionado
se corresponde con el modelo GTR, con [ =0,293 y a0 =
0,534. A continuacion se implemento el modelo evolutivo
en PAUP* 4.0b10 (Swofford 2002) y se procedi6 a la
obtencion de la topologia mediante NJ, obteniéndose el
arbol consensuado ‘majority-rule’ de los analisis de
‘bootstraping’, manteniendo grupos con menores valores
del 50% pero compatibles con el arbol. El numero de
replicaciones fue de 2000. En el caso de las secuencias
nucleares correspondientes a los ITS1 e ITS2, se utilizaron
las distancias obtenidas bajo un modelo de Tamura-Nei
(Tamura & Nei 1993).

RESULTADOS

ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

Se obtuvo un conjunto de 99 secuencias mitocondriales
(gen ND1) para individuos de las 13 especies actualmente
reconocidas del género Fissurella. El alineamiento para
estas secuencias posee 423 pb, incluyendo parte del gen
ARNt-Leu y NDI1, (Numeros de acceso del Genbank:
AY 040977 - AY941071), carece de sitios vacios e
inserciones; los primeros 21 pb corresponden a ARNt-
Leu y la traduccion de los restantes corresponde a un
fragmento polipeptidico de 134 aminoacidos, de los 315
mencionados para esta enzima en Haliotis rubra (AY
588938). Las secuencias tienen 211 (74%) sitios invariables
y 109 (26%) sitios variables; de estos ultimos 101
corresponden al tipo informativo para parsimonia y 8 al
de singleton. En este juego total de datos mitocondriales
se han detectado 49 haplotipos distintos, con
homogeneidad en la frecuencia de las bases (> = 26,02;
g1.=69; P=1,0).

El valor promedio de distancias genéticas entre las
secuencias codificantes mitocondriales del gen NDI1 es
0,106 + 0,008. A nivel intraespecifico, las distancias
estimadas en base a este gen, varian desde 0 a 0,015. El
mayor valor intraespecifico es obtenido en la especie F.



nigra, mientras que los valores minimos se obtienen entre
las especies F. latimarginata y F. cumingi, e incluyendo
a F bridgesiiy F. oriens. De forma similar, valores minimos
de distancias (0,002) se obtienen entre F. picta y F. costata.
La divergencia media dentro del grupo de especies con
distribucion en el Pacifico Sudoriental se situa en 8,5%,
con un valor maximo de 14,2% (Tabla 2).

Las secuencias de un alelo detectado por cada especie,
correspondiente a los interespaciadores ITS1 e ITS2,
permitieron obtener un alineamiento de 323 y 293 pb,
respectivamente. En ambas secuencias los polimorfismos
de longitud aparecen en F. crassa, destacando una
insercion comun mayor de 10 pb en el ITS1. Los valores
medios de divergencia genética son idénticos para las
dos secuencias (ITS1: 0,051 £0,006; ITS2: 0,050 +0,006).

RECONSTRUCCIONES FILOGENETICAS

Tras la reconstruccion filogenética, basada en las
secuencias del gen ND1, se observan, entre las especies
con distribucion en el SE Pacifico, dos grupos de clados

(I y II), y un clado basal que comprende a la especie F.
crassa. En el interior del grupo I se distingue el complejo
de especies denominado ‘complejo latimarginata’,
integrado por especies morfologicamente identificadas
como F. latimarginata, F. cumingi, F. oriens'y F. bridgesii,
cuyos individuos se agrupan polifiléticamente sin
agruparse en congruencia con los morfotipos
correspondientes a cada especie. En contraste, los
individuos incluidos en los taxones F. radiosa, F. pulchra
y F. peruviana se agrupan en sus clados respectivos. El
grupo II de especies contiene el ‘complejo costata
- picta’, polifiléticamente formado por individuos
morfologicamente asignados a F. costata 'y F. picta 'y cuya
determinacion taxondmica especifica ha sido establecida
en base a caracteres morfologicos. Se incluye ademas,
como clado hermano a este complejo, F. maxima, en
posicion intermedia £ limbata y en F. nigra en posicion
basal. El clado de F. crassa, aparece independiente de los
grupos | y II de especies con soportes de replicacion del
100%. En un clado divergente se sitian las especies de
distribucion atlantica, F. nimbosa 'y F. schrammii (Fig. 1).

Tabla 2. Matriz de distancias (p) netas interespecificas obtenidas a partir de secuencias del ND1 para las especies analizadas del género
Fissurella. Por encima de la diagonal se muestran los valores de EE. (Error Estandar), estimados mediante 500 replicaciones / Matrix
for the net distances (p) observed from ND1 sequences in the analyzed species of the genus Fissurella. Standard Error (SE) values, estimated

after 500 replications, are above the diagonal

Especies 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 14 15
1 F. schrammii 0021 0020 0021 002 002 002 0021 0020 0021 0020 002 0020 0020 0,020
2 F. nimbosa 0,233 0,022 0,022 0022 0022 0021 0022 0022 0022 002 0022 002 0022 0022
3 F. limbata 0,263 0,295 0,011 0015 0010 0013 0008 0014 0014 0014 0014 0014 0014 0014
4 F. picta 0266 029 0,061 0017 0000 0013 0010 0015 0015 0015 0015 0015 0015 0015
5 F. peruviana 0245 0275 0115 0,142 0,017 0015 0016 0015 0012 0012 0012 0012 0012 0012
6 F. costata 0265 0292 0,058 0,000 0,141 0013 0010 0015 0015 0015 0015 0015 0015 0015
7 F. nigra 0,260 0,258 0,082 0,081 0,115 0,080 0,012 0013 0014 0014 0015 0015 0014 0015
8 F. maxima 0261 0288 0033 0052 0,128 0051 0072 0014 0015 0015 0014 0014 0014 0014
9 F. crassa 0232 0259 0109 0117 0,103 0116 0092 0,103 0,014 0014 0014 0014 0014 0014
10 F. radiosa 0232 0269 0103 0111 0074 0110 0093 0116 0,097 0,008 0011 0011 0011 0011
11 F. pulchra 0237 0276 0,103 0,114 0074 0,112 0104 0,111 0,102 0,027 0,010 0,010 0010 0,010
12 F. oriens 0245 0272 0098 0,120 0073 0118 0118 0108 009 0056 0051 0,003 0,002 0,002
13 F. bridgesii 0249 0274 0103 0125 0070 0123 0117 0107 0093 0057 0053 0,004 0,001 0,001
14 F. cumingi 0246 0271 0098 0,121 0069 0119 0115 0,103 0092 0055 0050 0002 0,001 0,000
15 F. latimarginata 0,249 0274 0,101 0,124 0069 0,121 0,116 0,105 0093 0057 0052 0003 0,001 0,000
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Las relaciones filogenéticas basadas en las secuencias
de un alelo para cada especie de ITS1 e ITS2
concatenados, permiten reconstruir un patrén filogenético
similar al inferido a partir de las secuencias mitocondriales,
siendo reconocibles los grupos I y II definidos para la
topologia mitocondrial. La mayoria de los nodos, son
soportados por escasos valores de replicacion y con
escasa longitud en la mayoria de las ramas. Sin embargo,
se reconoce la agrupacion del ‘complejo latimarginata’ y

la posicidn cercana a éste de las especies F. radiosa 'y F.
pulchra. El otro grupo compacto obtenido es el clado
que agrupa a F. costata 'y F. picta frente a F. limbata 'y F.
maxima. Por otro lado, en posiciones basales y
divergentes se sittan F. peruviana, F. nigra y F. crassa
(Fig. 2). La aplicacion de metodologias alternativas de
reconstruccion filogenética, tales como maxima
parsimonia, maxima verosimilitud o inferencia bayesiana,
conlleva la obtencion de idénticos resultados (Olivares-

Paz2007).

DiscusioN

GRUPOS DE ESPECIES
Las 13 especies de Fissurella del Pacifico Sudoriental, se
organizaron en torno a dos clados (grupos I y II), que no
muestran congruencia con los grupos de especies F.
peruviana, F. maxima y F. limbata definidos por McLean

(1984), en base al grosor relativo de las capas de aragonita
y calcita y a la complejidad de la escultura radial y
secundarias. Adicionalmente, el grupo I, comprende
especies del grupo de F. maxima (F. latimarginata, F.
cumingi, F. oriens y F. radiosa) y del grupo F. limbata (F.
pulchra y F. bridgesii). Del mismo modo, el grupo II,
incluye especies del grupo F. maxima (F. maxima, F.
costata y F. picta) y del grupo F. limbata (F. limbata).
Esta situacion, resalta la inconsistencia en considerar la
estructura de la concha para establecer relaciones y
agrupaciones entre especies de Fissurella. Se evidencia
asi que las relaciones filogenéticas inferidas por
metodologias moleculares no siempre son congruentes
con las establecidas en base a caracteres morfologicos,
como ha sido previamente constatado en otros estudios

(Avise 1994, Schiaparelli ez al. 2005).

Por otra parte, los dos grupos de especies no muestran
concordancia con su distribucion geografica, descrita para
las provincias faunisticas malacologicas de la region
(McLean 1984) y, por el contrario, engloban especies de
ambas provincias. Asi, el grupo I incluye especies de la
provincia Peruana: F. latimarginata, F. cumingi, F.
bridgesii, F. pulchra y F. peruviana y de la provincia
Magalléanica: F. oriens y F. radiosa; mientras que en el

grupo II, se encuentran especies de la provincia Peruana:
F. maxima, F. limbata 'y F. costata, y de la Magallanica F.

picta'y F. nigra.
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-
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_ =3
48 | F. cumingi g c —
= o
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Figura 2. Arbol elaborado con secuencias de los interespaciadores ITS1 e ITS2, co N 7 oriens E"_’ =]
mostrando las relaciones entre especies de Fissurella del Pacifico Sudoriental usando 58 ) 7 o
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modelo de distancia Tamura-NEi. Los valores de replicacion (x 2000) se indican " F. pulchra :'
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Del mismo modo, tampoco las especies muestran
relaciones de asociacion con la zonacion vertical del area
litoral en la que habitan (Bretos 1980, McLean 1984)
encontrandose que las estrictamente intermareales F.
crassa se localiza en el grupo [ y es hermana del conjunto
de especies de este grupo, mientras que F. limbata y F.
picta en el grupo II. Las restantes 10 especies que
comparten su ciclo vital entre el habitat intermareal-
submareal, se distribuyen en asociaciones ya sea en el
grupo [ o II.

Estas evidencias indican que las asociaciones de las
especies del subgénero Fissurella de Chile, realizadas
en base a datos moleculares, no se relacionan con las
caracteristicas ambientales de las regiones faunisticas ni
con los microambientes zonales verticales de la region
costera del litoral Pacifico Sudoriental. La falta de
concordancia entre los patrones taxonémicos planteados,
en base a caracteristicas de composicion y estructura de
la concha, y las relaciones filogenéticas estimadas a partir
de los datos moleculares, se debe a dificultades inherentes
a los caracteres morfologicos utilizados. Aunque McLean
(1984) recurre al uso sistematico de ciertas caracteristicas,
tales como presencia relativa de las capas de calcita y
aragonita, y caracteres asociados de la concha, también
indica la dependencia de esos caracteres del medio
ambiente, ya que la deposicion relativa de calcita y
aragonita en la concha, es un proceso dependiente de la
temperatura, por ejemplo las especies tropicales,
presentan una Unica capa de aragonita, mientras que las
especies de la costa chilena presentan la capa externa
calcitica y la interna aragonitica. Ademas, en especies de
Mpytilus y Littorina la deposicion de calcita incrementa
con la latitud (Lowenstam 1954) y especificamente dentro
del género Fissurella, la especie F. picta del Estrecho de
Magallanes (53°37°S) presenta una capa aragonitica
sensiblemente mas fina que especimenes recolectados a
42°42°S (McLean 1984). La variabilidad medioambiental
de larelacion calcita-aragonita, no solo afecta a tal caracter,
sino que probablemente afecta a caracteres relacionados
y de uso en la sistematica tradicional de este género,
tales como la estructura radial de las costillas, su
complejidad y coloracion.

CONGRUENCIA ENTRE ESPECIE MORFOLOGICA Y
FILOGENETICA

Los analisis de divergencia genética y la reconstruccion
de las relaciones filogenéticas realizados con secuencias
provenientes de las 13 especies, tipologicamente y
taxonomicamente reconocidas, permitieron establecer 9

Olivares-Paz et al.
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unidades filogenéticas para el subgénero Fissurella. De
ellas, 7 muestran coincidencia de identidad entre las
definiciones en base a caracteres morfologicos dados por
McLean (1984) y las que cumplen con los atributos
filogenéticos de especie (Cracraft 1983, Avise 1994). Estas
especies son: F. crassa, F. nigra, F. maxima, F. limbata,
F. peruviana, F. pulchra y F. radiosa. En contradiccion,
las otras seis especies muestran incongruencia entre la
nomenclatura taxonémica y filogenética molecular, lo cual
quedo reflejado en el establecimiento de dos grupos de
especies filogenéticas: el complejo latimarginata formado
por las especies morfolégicas F. latimarginata, F.
cumingi, F. bridgesii y F. oriens y el complejo F. costata
- F. picta. Estas diferencias, tienen su origen en las
variaciones morfoldgicas entre los individuos con la
generacion histérica de mas de un nombre para la misma
especie (Pérez-Farfante 1952, Marincovich 1973, Ramirez-
Boehme 1974, McLean 1984). Aunque, McLean (1984),
defini6 una serie de caracteres de valor taxonomico para
las especies, con frecuencia ejemplares divergentes del
holotipo descrito, de especies diferentes, comparten
atributos morfologicos siendo dificil asignarlos a una
determinada especie (Vegas-Velez 1968, Guzman et al.
1998, Olivares-Paz et al. 2006). Previamente F. cumingi
fue considerada una variedad de color de F. latimarginata
y ambas especies comparten aspectos morfologicos de
la concha y, en algunas variantes individuales, se
encuentra algin patrén de la concha muy similar. Del
mismo modo, el disefio de la concha puede ser confundido
entre F. latimarginata y F. bridgesii, y el de esta especie
con F. oriens.

De igual manera en el complejo de especies ‘costata -
picta’ los especimenes comparten una semejante
morfologia de concha y otros caracteres de la misma
incluidos la coloracion, aspecto de los rayos, grosor y
amplitud de las costillas, los cuales a menudo muestran
una amplia variabilidad entre animales, siendo dificil la
asignacion especifica. Para F. picta se reconocen dos
subespecies y los ejemplares considerados en este estudio
corresponden a los del area de F. picta lata,
desconociéndose si la subespecie F. picta picta, del area
de Magallanes, podria ser parte de este complejo. Es
posible que las diferencias morfolégicas existentes en
estas especies sean una consecuencia de las
caracteristicas especificas del medio en que viven, las
cuales varian desde el intermareal rocoso rodeado de
arena en que se encuentra F. bridgesii, al intermareal
rocoso abierto y submareal de las otras especies. Las
variaciones de las condiciones ambientales, han sido



mencionadas como responsables de significativas
diferenciaciones fenotipicas entre las poblaciones que
viven en medios intermareales heterogéneos (Sokolova
& Boulding 2004) lo cual ha sido demostrado en el
gasterépodo Scurria parasitica, un epibionte de
Fissurella y de otros invertebrados marinos, que presenta
morfologia variable segun el medio en que habita, pero
todos los morfotipos distintos poseen el mismo haplotipo
mitocondrial (Espoz et al. 2004). Un caso extremo de la
plasticidad morfologica en gasteropodos lo evidencian
Lymnaea peregra 'y L. ovata, las cuales viven en hébitats
diferentes y difieren en caracteristicas de la concha, pero
en similares condiciones de laboratorio convergen en
morfologia de la concha al cabo de dos generaciones
(Wullschleger & Jokela 2001).

Los datos moleculares, mitocondriales y nucleares,
indican la necesidad de revisar la taxonomia de este
género, Fissurella, y revisar los caracteres diagnosticos
que permitan el reconocimiento de especies a través de la
morfologia y morfometria, y reconsiderar el estatus
taxonomico de las especies del ‘complejo latimarginata’
(F. latimarginata, F. cumingi, F. oriens y F. bridgesii) y
del ‘complejo costata-picta’ (F. costata y F. picta).
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