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El género Patella Linnaeus, 1758, incluye especies de moluscos intermareales cuya dis-
tribucion abarca los archipi¢lagos ocedanicos macaronésicos (Azores, Madeira, Canarias) y
el de Cabo Verde. Estos archipi¢lagos muestran patrones filogeograficos paradigmaticos,
constituyendo interesantes modelos para estudios evolutivos y ecoldgicos. El aislamiento
oceanico en esas especies sésiles, con dependencia de los estadios larvarios por el manteni-
miento del flujo génico, es en buena parte responsable de las discontinuidades genéticas que
deben ser congruentes con la taxonomia de estas especies insulares (Quinteiro et al., 2015).

La revision del género llevada a cabo por Christiaens (1973) incluye a las especies que
aparecen en los archipiélagos del Atlantico central-oriental: Patella candei d’Orbigny, 1839;
P, ulyssiponensis aspera Roding, 1798; Patella rustica Linnaeus, 1758; Patella (Patellastra)
piperata Gould, 1846; y la caboverdiana Patella lugubris Gmelin, 1791. Destaca la
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“excesiva variabilidad” de Patella candei lo que conlleva la descripcion de cuatro subespe-
cies (Christiaens 1973): P. candei candei d’Orbigny, 1840; P. candei gomesii Drouet, 1858;
P. candei crenata d’Orbigny, 1840; y P. candei ordinaria Mabille, 1888.

Una segunda revision propone variaciones en el grupo P. candei (Titselaar 1998).
Definiendo estos taxa para esas islas: Patella gomesii Drouet,1858; P. candei d’Orbigny,
1840; P. tenuis crenata d’Orbigny, 1840; P. tenuis tenuis Gmelin, 1791, P. piperata Gould,
1846; y P. ulyssiponensis Gmelin, 1791.

Diversos trabajos se han centrado en verificar, desde el punto de vista genético, la
taxonomia propuesta para las especies macaronésicas (Corte-Real ef al., 1996a, b; Weber
and Hawkins 2002, 2005; Sa-Pinto et al., 2005, 2008). Aunque ciertos aspectos parecen con-
sensuarse, es necesaria una revision actualizada con la inclusion de todos los datos genéticos
actualmente disponibles.

En este trabajo se reviso el etiquetado genético o barcoding mitocondrial de diversas
poblaciones de lapas en las islas atlanticas orientales, incorporando nuevo material biologico
exhaustivamente caracterizado morfolégicamente. Las hipdtesis taxondmicas actuales
relativas a P. candei fueron evaluadas con un marcador nuclear alternativo.

Se analizaron un total de 96 muestras individuales representativas de los archipiélagos
considerados y morfotipos detectados (Fig. 1). Esta muestra constituye una submuestra re-
presentativa del muestreo completo llevado a cabo, entre otros, en el marco del proyecto
BIOVAL, donde, por ejemplo, en el Archipi¢lago de Madeira fueron caracterizadas un total
de 890 individuos (Aratjo ef al., 2015). E1 ADN total fue aislado a partir de 30-50 mg de
tejido del pie utilizando el kit EZNA Mollusk (Omega-Biotek). Un fragmento localizado en
la primera mitad del gen mitocondrial COX1 fue amplificado con PATCOXI1F1 disefiados
especificamente para el género Patella.

Para cada linaje mitocondrial incluido dentro del taxon Patella candei fueron obtenidas
secuencias correspondientes al ITS1. Para ello se llevo a cabo una amplificacion inicial con
los cebadores 28z-3’ y 18d-5" (Palumbi, 1998) localizados en los genes 28S y 18 S rRNA,
respectivamente. A partir de las secuencias obtenidas se disefiaron los cebadores Pat-18S-
1F/2R, Pat-18S-3F/4R especificos para el género Patella. Los productos de PCR de cada
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localizacion/linaje fueron combinados, purificados y clonados con el kit pPGEM®-T Easy
Vector Systems (Promega).

s 0

Palella candel d'Orbigny, 1840 de Selvagem Grande

melin, 1.?91) de Madeira

Figura 1.- Ejemplo de los morfotipos considerados y muestreados dentro del género Patella,
presentes en los archipiélagos macaronésicos.

Los productos de PCR y de colony-PCR fueron secuenciados con BigDye Kit y resueltos
en un secuenciador ABI 3730 (Applied Biosystems). Las secuencias fueron revisadas,
editadas y alineadas con Geneious (Kearse ef al., 2012). Los analisis y reconstrucciones filo-
genéticas preliminares fueron llevadas a cabo con MEGA (Kumar et al., 2008).

Se obtuvo un alineamiento consenso de 859 secuencias mitocondriales del gen COX1 de
499 pb de longitud, incluyendo 96 secuencias propias obtenidas en el presente muestreo y
la totalidad de secuencias homologas disponibles en el GenBank (N=769, fecha de acceso:
04/02/2015). No se detectan nuevos linajes respecto a los definidos por haplotipos previa-
mente caracterizados (Sa-Pinto et al., 2005, 2008) (Fig.2).
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Figura 2.- Arbol filogenético. No se observa una agrupacién monofilética de los alelos de-

tectados en P. candei (azul) y en P. lugubris (verde). Grupo externo, P. rustica (morado).
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Elaborado con Neighbor-joining a partir de las secuencias ITSlen el programa MEGA.
Usadas 2.000 réplicas y el alelo de P. rustica como grupo externo. Se indica la pertenencia de
cada alelo a individuos del correspondiente clado en la topologia mitocondrial.

Se observan incongruencias entre la taxonomia actual y la filogenia mitocondrial estimada,
considerando el concepto filogenético de especie (Cracraft, 1983), segtn el cual las especies
constituyen grupos monofiléticos o clados bien definidos y soportados.

La especie Patella piperata Gould, 1846, con distribucidon macaronésica, presenta dos
clados divergentes. Uno para el archipi¢lago de Madeira, incluyendo Madeira, Desertas y
Porto Santo, y el segundo para las islas Canarias y Salvajes. Sin embargo ambos clados han
sido clasificados previamente como Patella rustica (Linnaeus, 1758) con una amplia distri-
bucion mediterranea y atlantica, aunque es observable una divergencia entre las muestras
continentales y las macaronésicas. Ya Christiaens (1973) indica la asignacion a P. rustica
de ejemplares de P. piperata de Madeira en referencias y colecciones museisticas. Ante esta
situacion se plantea la posibilidad de acotar el uso de P. rustica (Linnaeus, 1758) para las
poblaciones atlanticas continentales y mediterraneas, y de P. piperata para las poblaciones
de Canarias y Madeira. Las diferencias morfoldgicas no se han acompafiado de una elevada
divergencia alozimica, tipicamente inter-especifica, por lo que se ha considerado una subes-
pecie de P. rustica (Corte-Real et al., 1996a).

La especie Patella candei d’Orbigny, 1840, esta distribuida por el Atlantico Norte, con la
localidad tipo en la Orotava, Tenerife. La nomenclatura Patella tenuis Gmelin, 1791, es con-
siderada “nomen oblitum” y sinonimia de la anterior, refiriéndose a una forma de P. candei
ordinaria en Madeira (Christiaens, 1973). Ademas, para ambos taxa se han descrito diversas
subespecies. Sin embargo en el presente trabajo ha sido incluido P. tenuis para considerar la
presencia de morfotipos muy diferenciados y la hipdtesis taxonomica de Titselaar (1998).

A partir de las secuencias mitocondriales se observan 3 clados divergentes dentro del
grupo candei, en coincidencia con anteriores trabajos. Un clado incluye la poblacion de
Azores (Clado Ia), su clado hermano incluye las secuencias de Madeira y Desertas (Clado
Ib), y un tercer clado divergente que incluye P. candei de Canarias y Salvajes (Clado II).

Las muestras del presente trabajo, originarias del archipi¢lago de Madeira y clasificadas
como P. tenuis, portadoras de ese morfotipo, se agruparon en el segundo clado citado de P.
candei. Estos datos mitocondriales avalan la hipotesis de la actual taxonomia.

La hipotesis de Christiaens (1973) no se ve completamente soportada por los datos mito-
condriales. La poblacion azoriana presenta una elevada divergencia mitocondrial congruente
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con su separacion como la subespecie P. candei gomessi. El clado que agrupa a las muestras
de Madeira y Desertas coincidiria con la definicion de la subespecie P. candei ordinaria, que
incluiria la forma de P. tenuis. Sin embargo, las subespecies P. candei candei y P. candei
crenata, analizadas a partir de muestras de Salvajes y Canarias, respectivamente, se localizan
en el mismo clado sin divergencia alguna.

Destaca la incongruencia de la posicion de clado de la caboverdiana P. lugubris como
clado hermano del clado del linaje de Canarias P. candei. Ello invalidaria su clasificacion
como especie situandose como una poblacion aislada de P. candei, localizada en el archipi-
¢lago de Cabo Verde.

Las hipotesis mitocondriales fueron valoradas mediante la secuenciacion del ITS1 en
muestras de P. candei (14 alelos A-N), usando ademas como grupo externo una muestra de
P, rustica/piperata (1 alelo, RA). No se detectaron los patrones de divergencia, agrupamien-
tos y tipologias obtenidas a partir del marcador mitocondrial COX1. Asi, se han detectado
alelos comunes en diferentes localizaciones geograficas/clados. Por ejemplo, el alelo CA,
esta presente en individuos de todas las areas/clados muestreadas (Fig. 3).
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Figura 3.- Arbol filogenético. No se observa una agrupacién monofilética de los alelos de-
tectados en P. candei (azul) y en P. lugubris (verde). Grupo externo, P. rustica (morado).
Elaborado con Neighbor-joining a partir de las secuencias ITSlen el programa MEGA.
Usadas 2000 réplicas y el alelo de P. rustica como grupo externo.Se indica la pertenencia de
cada alelo a individuos del correspondiente clado en la topologia mitocondrial.
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Los datos obtenidos no indican una particion taxonoémica de P. candei que incluiria pobla-
ciones/subespecies con un alto grado de aislamiento, previamente descritas. Sin embargo, las
subespecies con morfotipos muy dispares P. candei candei 'y P. candei crenata, no muestran,
con los datos obtenidos, los valores esperables de divergencia genética.

Tanto los datos mitocondriales (COX1) como nucleares (locus ITS1) indicarian la incon-
gruencia de la actual taxonomia, ya que P. candei es un taxén parafilético. Deberia incluir a
P, lugubris como una poblacion de P. candei.

La obtencion de un mayor niimero de alelos ITS, marcadores nucleares alternativos, y/o
la aplicacion de secuenciacion masiva a estos problematicos taxa, permitira confirmar estas
inferencias iniciales.

Este trabajo ha sido financiado por el Proyecto PCT-MAC BIOVAL (Programa MAC
2007-2013).
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