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RESUMEN. Las lapas, clasificadas en el género Fissurella, se explotan desde tiempos prehistdricos en la costa chilena.
Las diversas especies de lapas presentan diferencias en la consistencia o dureza del musculo y en cualidades organolépticas,
por ello son distintamente valoradas por los consumidores. La ausencia o desconocimiento de los caracteres morfolégicos
diagndsticos, en algunas presentaciones del recurso, fraudes en el etiquetado o designacion y la sobreexplotacion de este
recurso, demanda una metodologia de identificacion de cada especie. Este método garantizaria el correcto etiquetado de
los productos comerciales y serfa de utilidad en la gestion pesquera. Asf, se disefié un protocolo de PCR-RFLP que permite
la identificacién de diferentes especies de Fissurella, teniendo en cuenta incongruencias entre la taxonomia actual del
género y los datos genéticos. La digestion de productos de PCR, con dos enzimas de restriccion especificas (HpyCH4 V
y Nla I1I), genera patrones especificos de restriccion, los cuales permitirdn identificar con precision las diversas especies
en cualquier fase de su comercializacion y de su ciclo biolégico.
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Authentication of Fissurella species (Mollusca: Vetigastropoda), harvested in the
Chilean coast, by PCR-RFLP*

ABSTRACT. Keyhole limpets, belonging to the Fissurella genus, have been harvested along the Chilean coast since
prehistoric times. Exploited species show differences in tissue consistency and organoleptic features, and so are differently
appreciated by consumers. The absence of morphological diagnostic characters in some food products elaborated using
limpets, fraudulent commercial labeling or designation, and the overexploitation of this marine resource, suggest the need
for a species identification methodology. The method would be a tool to guarantee the correct labeling of commercial
products and for future fishery management purposes. A PCR-RFLP protocol, using two restriction enzymes (HpyCH4
V and Nla III) allowed species identification within the Fissurella genus along Chilean coast, suggesting incongruence
between classical taxonomy and genetic data. The specific restriction patterns are expected to be useful for species au-
thentication in commercial products and for species identification in any phase of the life-cycle of Fissurella species.

Key words: keyhole limpets, Fissurella, PCR-RFLP, authentication, Chile.
Autor corresponsal: Manuel Rey-Méndez (bnreymen@usc.es)

Los especimenes de mayor tamafio del género Fis-  chapas, desde tiempos prehistéricos han formado
surella (Mollusca: Vetigastropoda) habitan la zona  parte de la dieta humana (Jerardino et al., 1992; Gaete
litoral costera de Chile (18,4°-56,0°S) (Bretos & etal.,2004). Actualmente, de las 13 especies valida-
Chihuailaf, 1993). Llamadas popularmente lapas o das (McLean, 1984), 10 de ellas (F. latimarginata, F.

* Trabajo presentado en el XXV Congreso de Ciencias del Mar de Chile y XI Congreso Latinoamericano de Ciencias del Mar
(COLACMAR), realizados en Viiia del Mar, entre el 16 y 20 de mayo de 2005.
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cumingi, F. pulchra, F. bridgesii, F. costata, F. nigra,
F. picta, F. maxima, F. crassa y F. limbata) forman
una pesqueria multiespecifica, con la denominacién
genérica Fissurella spp. (Bretos, 1988). Ademds, F.
oriens y F. radiosa se consumen en las localidades
donde son extraidas. Por el contrario, F. peruana es
de tamafio pequefio (mdximo 30 mm) y no se extrae
para fines de consumo ni para su comercializacién.

Las distinciones entre las especies estdn funda-
mentadas en caracteres morfolgicos, morfométricos
y patrones de coloracion de la concha, pie, manto
y cabeza, los cuales a veces suelen ser parecidos
entre organismos de especies diferentes (McLean,
1984; Oliva & Castilla, 1992; Guzman et al., 1998).
También, los caracteres distintivos estin enmasca-
rados o deteriorados por los organismos epibiontes
y la coloracién del cuerpo se pierde después que el
organismo ha sido extraido (Olivares et al., 1998).
Todo esto, frecuentemente, dificulta distinguir las
diferentes especies.

En la dltima década se ha extraido un promedio
anual de 2.939 + 585 ton de Fissurella spp. y des-
de el afio 2000, menos del 10% del desembarque
pesquero se ha desglosado con las denominaciones
vernaculares de lapa negra, reina y rosada, las cuales
corresponden a las especies F. latimarginata, F. maxi-
may F. pulcra o F. cumingi, respectivamente (Bretos,
1988; Osorio, 2002; SERNAPESCA, 2003). Parte de
la comercializacion se realiza directamente al publico
como producto fresco entero y fresco desconchado
eviscerado; pero mayoritariamente se destina a la
industria pesquera, la cual procesa el musculo del
pie en la forma de fresco refrigerado, congelado y en
conserva (Osorio, 2002). El procesamiento industrial
implica la pérdida total de los caracteres de las espe-
cies, resultando imposible su distincidn.

El consumidor tiene preferencias particulares
por algunas especies, respecto de otras, ya sea por
el rendimiento de carne, consistencia o cualidades
organolépticas del pie muscular; todo lo cual ha
generado una sobreexplotacion de algunas especies
(Bretos, 1988; Olivares et al., 1998; Oliva & Castilla,
1992) y conlleva la tendencia a expender suplantando
el nombre de las lapas de mayor aprecio por parte de
los consumidores.

El presente trabajo da a conocer una metodologia
de PCR-RFLP (Polymerasa Chain Reaction- Restric-
tion Fragment Length Polymorphism) que permite la
autentificacion de las especies del género Fissurella,
actualmente explotadas en Chile, la cual fue dise-
flada segun las secuencias mitocondriales descritas

previamente para las especies. Ademds, se presenta
la incongruencia entre los resultados de la metodo-
logia y la cldsica asignacién de especies, descritas
a partir de los variables y pocos precisos caracteres
morfolégicos, para la exhaustiva identificacidon de
algunas especies.

A ejemplares de todas las especies de Fissurella
(N=4a 18, porespecie ), excepto F. peruana, se aislo
ADN a partir de tejido muscular del pie, mediante el
uso del kit DNeasy Tissue (Qiagen). Un fragmento de
410 pb (pares de bases), localizado en el gen mitocon-
drial citocromo b, fue amplificado mediante PCR con
los cebadores UCYTB151F y UCYTB272R (Merritt
et al., 1998). La reaccion de PCR se realizé en un
volumen de 30 pL conteniendo Promega Buffer x
1, 2,5 mM MgCl,, 200 zM de cada dNTP, 0,1 M
de cada cebador, 0,025 U/I de Taqg DNA polimerasa
(Promega) y 0,5 uL. de DNA total. Las condiciones
de PCR consistieron en un paso de desnaturaliza-
cidn inicial de 3 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C, fusion a 50°C y extension
a 72°C por 20, 30 y 60 s, respectivamente, mds una
extension final a 72°C por 5 min. El producto de la
amplificacion y digestion fue verificado mediante
electroforesis en gel de agarosa, visualizdndolo en
transiluminador de luz ultravioleta.

La deteccion de sitios polimdrficos localizados
dentro de dianas de enzimas de restriccién comercia-
les, se realiz6 analizando las secuencias depositadas
para las especies en el GenBank/EMBL/DDBJ (Nu-
meros de acceso: AY940884-AY940976), mediante
el programa BioEdit version 7.0.1 (Hall, 1999).
Se seleccionaron las enzimas Nla III (CATG’) y
HpyCH4 'V (TG’CA) (isosquizémero: CviR I) (NEB).
La digestion del producto de PCR fue llevada a cabo
en volimenes de reaccion de 20 pL conteniendo Bu-
ffer IV (NEB) y 5 unidades de las enzimas HpyCH4
V y Nla 111 (NEB), con incubacién a 37°C durante
4 horas.

El fragmento amplificado del gen mitocondrial
Citocromo b contiene 410 pares de bases, cebadores
incluidos. Las enzimas HpyCH4 V y Nla 111 detec-
tan varios sitios polimdrficos, generando patrones de
restriccion especificos para las especies: F. pulcra, F.
radiosa, F. crassa, F. nigra, F. limbata, F. maxima.
Las especies F. latimarginata, F. cumingi, F. oriens,
F. bridgesi comparten un patrén similar entre si y
diferente al de las otras especies. De igual manera,
las especies F. costatay F. picta presentan idénticos
fragmentos de restriccion (Fig. 1).

El grupo de F. latimarginata, presenta dianas de
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restriccion tUnicamente para la enzima HpyCH4 V,
originando cuatro fragmentos que constituyen el pa-
trén de restriccidon A. Las otras especies, F. pulcra,
F. radiosa, F. crassa, F. nigra, F. limbata y el grupo
de F. costata /F. picta presentan los patrones B, C, D,
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E, Fy C, respectivamente. En el caso del patrén C,
algunos de los individuos morfoldgicamente clasi-
ficados como F. costata y F. picta, pueden presentar
una variante del patrén (C*) debido a la ausencia
de corte del nucledtido 379, debido a una mutacion
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Figura 1. Geles de agarosa mostrando los perfiles de restriccion tras la digestion, del producto de PCR situado en

el citocromo b, con las enzimas HpyCH4 V y Nla II1.

Figure 1. Agarose gel showing the restriction profiles observed after digestion of Cytochrome b PCR product with

enzymes Hpy CH4 V y Nla I11.



116 Investigaciones Marinas, Vol. 34(1) 2006

puntual en el seno de la diana de restriccion. Con la
enzima HpyCH4 V, F. maxima presenta un patrén
idéntico al del grupo de F. latimarginata (A). Sin
embargo, tras la digestién con Nla III se obtiene un
patrén (B) diferente al presentado por el grupo de F.
latimarginata (sin corte, O). Para esta enzima, Nla
I11, se distinguen tres patrones de restriccion, O (sin
corte), Ay B. En el caso de F. limbata y para esta
segunda enzima, se ha observado, en algunos indi-
viduos, la falta del punto de corte situado en la base
185, pudiendo obtenerse los patrones O y B, sin em-
bargo el patrén F, obtenido con la enzima HpyCH4 V,
permite la diferenciacion de esta especie, presentando
un patrén combinado FO/FB (Tabla 1).

Laseleccion de estas enzimas se ha llevado a cabo
procurando la ausencia de sitios polimoérficos intraes-

pecificos en las dianas, critica para la identificacion
de las especies (Quinteiro et al., 1998), permitio la
generacion de patrones facilmente diferenciables. El
protocolo se puede realizar en una tinica reaccion, ya
que ambas enzimas (HpyCH4 V y Nla 1l) utilizan el
buffer IV de NEB a la misma temperatura de incuba-
cion (37°C); aunque el uso exclusivo de BSA, en Nla
III requiere un ajuste de las condiciones de reaccion,
acompafiada de elevada resolucion, preferentemente
en geles de acrilamida, de los patrones mds complejos
en el caso de una digestion combinada.

El producto de PCR, con un tamaifio de 410 pb,
es obtenible a partir de tejidos extraidos de productos
frescos o congelados. Incluso, a partir de tejidos en
conservas, donde han sufrido un importante trata-
miento térmico, se obtiene ADN con la suficiente

Tabla 1. Recopilacién de los cortes producidos y de los fragmentos generados tras la digestion, del producto de
PCR situado en el citocromo b, con las enzimas Hpy CH4 V y Nla I11. A a F: patrones de restriccion.

Table 1. Restriction patterns estimated after digestion of Cytochrome b PCR product with enzymes Hpy CH4 V

and Nla I11. A to F: restriction profiles.

Enzima
. HpyCH4 'V (CviR]) Nla 111

fspecie Sitios de corte Tamaiio fragmentos Si(tji(()):t(eie Fragmentos

TG’CA originados (pb)® CATG’ originados (pb)®
F. latimarginata 35, 149, 379 32,34, 114, 230 (A) - -(O)
F. cumingi 35, 149, 379 32,34, 114,230 (A) - -(0)
F. bridgesi 35, 149, 379 32,34, 114,230 (A) - -(0)
F. oriens 35, 149, 379 32,34, 114,230 (A) - -(0)
F. pulchra 35,379 32, 34,344 (B) 145, 185 40, 144, 226 (A)
F. radiosa 35,98, 149, 379 32,34, 63,51, 230 (C) 145, 185 40, 144, 226 (A)
F. crassa 35,98, 181, 379 32,34, 63, 83,198 (D) 185 184,226 (B)
F. nigra 35, 98,379 32, 34,63, 281 (E) - -
F. maxima 35, 149, 379 32,34, 114,230 (A) 185 184,226 (B)
F. limbata 35, 149 34, 114, 262 (F) (185)* (184, 226)* (O)/ (B)
F. costata 35, 98, 149, (379)* 32, 34; 16235 1262239((CC2‘; /34, 185 184,226 (B)
F. picta 35, 98, 149, (379)* 32, 34; 163635 12622§?((CCK; /34, 185 184,226 (B)

Diana con polimorfismo intraespecifico, ®Longitud estimada para la cadena 5°-3".
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calidad para obtener dicho producto PCR (Quinteiro
etal., 1998,2001; Russell et al., 2000). Por ello, esta
metodologia podria aplicarse a la autentificacion de
toda la gama de presentacion comercial de las lapas
del género Fissurella. También, podria ser de utilidad
en la identificacion de individuos en cualquier estadio
de su desarrollo ontogenético, (huevos, larvas, semi-
llas y cualquier otro estado reciente asentamiento) en
estudios de biologfa y ecologia de las especies del
género Fissurella.

Los datos mitocondriales y nucleares disponibles
son incompatibles con la taxonomia vigente, aunque
controvertida, basada en caracteres morfoldgicos del
cuerpo y de la concha, altamente variables y poco
precisos (Riveros-Ziufiiga, 1951; Marincovich,
1973; Ramirez-Boehme, 1974; McLean, 1984). En
concreto, en las especies del grupo latimarginata (F.
latimarginata, F. cumingi, F. oriens y F. bridgesi)
y costata (F. costata y F. picta) se detectan diferen-
tes haplotipos, intimamente relacionados, que son
compartidos entre las distintas especies; es decir, la
variabililidad nucleotidica presente no estd distribui-
da conforme a la taxonomia de dichas especies. La
metodologia descrita identifica estos grupos monofi-
léticos, basados en caracteres moleculares, aunque
la configuracién de su rango taxondmico requiere
de un consenso entre las alternativas de estudios
moleculares, morfométricos y ecoldgicos.
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