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“Nothing in biology makes sense except in the light of Evolution”
(T. Dobzhansky, 1973)
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INTRODUCCION

Durante los ultimos dos siglos de continua investigacién cientifica de los gas-
teropodos se han realizado multitud de estudios morfoldgicos, ecoldgicos y tax oné-
micos. Todos ellos han contribuido al conocimiento y a la descripcion de los gastero-
podos como uno de los grupos con mayor diversidad dentro de los metazoos. Tratar
de entender los procesos evolutivos que han dado lugar a esta diversidad supone un
reto cientifico interesante. La existencia de un marco filogenético robusto es el punto
de partida imprescindible para poder entender cualquier proceso o tendencia ocurri-
da a lo largo de la historia evolutiva de un grupo, asi como la apariciéon de noveda-
des morfoldgicas y ecoldgicas. Sin embargo, gran parte de las relaciones evolutivas
entre los diferentes grupos de gasterdpodos permanecen aun sin resolv er.

En la presente tesis se han analizado en concreto las relaciones filogenéticas
(mediante una aproximacion molecular) entre diversos representantes de un grupo
derivado de gasterdpodos (Euth yneura) cuyas relaciones evolutivas han sido tema
de discusion durante el Ultimo siglo y continGian aun abiertas. El a vance de las téc-
nicas de la biologia molecular ha impulsado recientemente el estudio de las relacio-
nes filogenéticas a diferentes niveles taxondmicos dentro de los metazoos. Sin
embargo, hasta este momento , los escasos estudios filogenéticos de Euth yneura
realizados con datos moleculares, estan basados en fragmentos pequefios y no son
ni concluyentes ni resolutivos.

A continuacién, se comenta la posicion de Euthyneura dentro de Gastropoda,
se describen los miembros que lo componen y se exponen los problemas que han

surgido en los estudios previos sobre su historia ev olutiva.

I.1.- GASTROPODA

I.1.1.- Gastropoda: caracteristicas generales

Los moluscos gasterépodos constituy en uno de los grupos animales mas
diversos tanto en niumero de especies como en formas de vida, y uno de los pocos
que se han adaptado con éxito tanto al medio marino, como al terrestre y a las aguas
continentales. Se han descrito unas 150.000 especies, tanto fésiles como actuales,
y unos 14.000 géneros (Bieler, 1992). Dentro del grupo pueden encontrarse diferen-
tes modos de vida (sedentario, nadador, excavador,...) y diferentes dietas (carnivo-
ra, suspensivora, herbivora y parasita) (Figura I.1). El amplisimo registro fosil deja-

do por los gasterépodos, debido a que la mayor parte de ellos tiene concha, mues-
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Fig. I.1. Diversidad morfoldgica dentro de Gastropoda. A, T urbinidae: Turbo petholatus. B, Ovulidae:
Serratovolva dondani. C, Nassariidae: Nassarius papillosus. D, Pyramidellidae: Pyramidella acus. E,
Camaenidae: Rhynchotrocus macgillivrayi. F, Siphonariidae: Siphonaria diemenensis. G, Aglajidae:
Chelidonura hirundinina H, Phyllididae: Phyllidia ocellata. E y F reproducido de R udman y Willan, 1998;
resto reproducido de Debelius, 1997.

4
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Ano tra la ocurrencia de extinciones periddi-

cas seguidas de periodos de gran diver-
}avidad del manto

sificacion de otros (Bieler, 1992). Dada
Boca ) Intesting la enorme diversidad morfoldgica y de
B "W formas de vida de este grupo y de su
] extenso registro fosil, los gasterépodos
Opérculo
constituyen un grupo idéneo par a los

estudios filogenéticos y evolutivos.
La evolucién de los gasterépodos
ha implicado cambios con respecto a la

morfologia de un molusco antecesor

D hipotético. Eventos como la cefalizacién,

Cavidad del manto Pie

Opérculo Pie el alargamiento del cuerpo en sentido

Concha dorso ventral y la modificacién de la

Velo
concha, diferencian a los gasterépodos

de otros moluscos como los poliplacéfo-
Cabeza .
Cavidad del manto ros o los bivalvos.

) La organizacion corporal de los
Fig. I.2. Esquema simplificado del fenémeno de

la torsion en gasterépodos. A, B ancestro hipoté- gasterépodos presenta dos regiones
tico de los gaste répodos antes y después de la
torsidn respectivamente. C, D larva veliger antes

y después de la torsién (modificado de Beesley , I.2 A). Por un lado se encuentran la
Ross y Wells, 1998).

funcionales bien diferenciadas (Figura

cabeza (que incluye los ojos, tentaculos
y una boca terminal) y el pie, y por otro
la masa visceral. La concha, que es segregada por el epitelio de la masa viscer al
(denominado manto), envuelve a ésta y la protege. El espacio que queda entre el
manto y la concha se denomina cavidad del manto o paleal y tiene un papel relevan-
te en varios aspectos de la vida de los gasterépodos (Figura I.2. A). Aunque puedan
quedar englobadas dentro de la cavidad del manto, la cabeza y el pie son las zonas
que se relacionan con el medio externo y por lo tanto desempefian funciones loco-
motoras, sensoriales y alimenticias. En la masa visceral es donde se encuentran los
organos vitales para la digestién, reproduccién, circulacion y excrecion.
Los gasterépodos no tienen ningln tipo de simetria corporl en estado adul-
to debido al fendmeno denominado torsidon (Figura 1.2). Se trata de una rotacion
de 180° de la masa viscer al con respecto al eje antero-posterior (permaneciendo

fijos el pie y la regidn cefélica). Las larv as de los gasterépodos poseen una sime -
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tria bilateral y es durante el desarrollo larvario cuando se produce la rotacion de
la masa visceral (Figura I.2. Cy D). La torsién larv aria consta de dos fases bien
diferenciadas, ocasionadas por diferentes factores. La primera fase es el resultado
de un crecimiento diferencial de las células viscer ales de la larva y la segunda es
el resultado de un crecimiento diferencial del cuerpo (Bandel, 1982). El significa-
do evolutivo de la torsidon es un tema controvertido y varios autores han discutido
acerca de sus v entajas evolutivas (Morton, 1958b; Thompson, 1967; Salvini-
Plawen, 1980). Se ha sugerido que la primer a fase de la torsidon proporciona pro -
teccién, estabilidad y equilibrio a la larva, mientras que la segunda fase, esta mas
relacionada con la adaptacion en el estado adulto (Haszprunar , 1988b). En algu -
nos grupos de gasterdpodos, como los opistobranquios, se produce una detorsién
durante el desarrollo larvario que vuelve a situar la cavidad del manto y el ano en
la parte posterior del cuerpo, con lo que se recuper a de nuevo la simetria bilate -
ral (Kandel, 1979). Esta detorsidn es, seguin Brace (1977), el resultado de la rewer-
sion de la segunda fase de la torsion descrita anteriormente. La torsién llev a aso-
ciada una gran cantidad de modificaciones anatémicas, como son la condicion
estreptoneura del sistema nervioso (ver mas adelante), la adquisicion de un eso-
fago enrollado y la asimetria de los érganos en la cavidad paleal: ctenidio (estruc-
tura respiratoria), osfradio (6rgano quimiorreceptor) y la glandula hipobr anquial.
Ademas, como resultado de la torsidn, la cavidad del manto se localiza en la zona
anterior y la concha envuelve la regién cefalica con lo que se favorece el intercam-
bio gaseoso en la cavidad del manto (Yonge, 1947; Linsley, 1978).

La torsion, junto con la forma de la concha y el opérculo larvarios constitu-
yen las Unicas sinapormorfias de los gasterépodos generalmente aceptadas (Ponder
y Lindberg, 1997).

[.1.1.1.- Gastropoda: origen

Los primeros registros fésiles de los gasteropodos datan del Cambrico
(Runnegar, 1983; Tracey et al., 1993). A pesar de la existencia de un abundante
registro fosil, éste no permite resolver el origen de los gasterépodos ya que los Uni-
cos datos morfoldgicos que pueden obtenerse se refieren a las partes duas, es decir,
a la forma de la concha y a su escultura. El rastro en el registro fosil de eventos evo-
lutivos, como el de la torsién, es dificil de seguir y se deduce de evidencias circuns -

tanciales, como son las marcas musculares y las hendidur as en la concha.
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Se han propuesto distintos escenarios posibles para explicar las relaciones
evolutivas dentro de los moluscos, y, por lo tanto, el origen de los gasterdpodos,
basados en el estudio de la anatomia comparada y en la ontogenia. Algunos autores
apoyan una estrecha relacién entre gasterépodos y bivalvos debido a la existencia
de gasterdopodos con dos valvas (Gutmann, 1974). Otros autores han apoyado la
hipétesis de que gasterdpodos y monoplacéforos son grupos hermanos, principal -
mente debido a que la primer a larva estudiada de un monoplacéforo fue descrita
como espiral (Lemche y Wingstrand, 1959; Goétting, 1980). Sin embargo, una rein-
terpretacion invalido dicha hipotesis (Wingstrand, 1985). Actualmente la mayoria de
los autores consideran que el grupo hermano de los gasterépodos son los cefalépo-
dos y que ambos grupos tendrian \arios caracteres derivados compartidos, como son
los tentaculos epipodiales, los ojos inervados cerebralmente, el alargamiento dorsal
del cuerpo, la restriccion de la ca vidad del manto a la parte posterior del cuerpo
(antes de la torsién), la cabeza bien definida y separada del resto del cuerpo, la res-
triccion de la concha a la parte visceral del organismo y un sistema muscular que

sustenta varios apéndices corporales (Wingstrand, 1985; Haszprunar, 1988b).

I.1.1.2.- Gastropoda: clasificacién

Las primeras clasificaciones de los gasteropodos se basaron en car  acteres
tales como la forma y la coloracién de la concha. A finales del siglo XIX, con la infor -
macion aportada por los estudios de anatomia comparada, las clasificaciones se basa-
ron en otro tipo de caracteres morfoldgicos, como la localizacion de las branquias, el

corazon o la cavidad del manto. La clasi-
Tabla I.1. Sistema de clasificacién de los

gasterépodos propuesto por Thiele (1931). ficacion mas elaborada fue la propuesta

por Thiele (1931), que integré la informa

Gastropoda - cion existente hasta ese momento con
Prosobranchia

Archaeogastropoda datos del sistema nervioso, respiratorio y

Mesogastropoda de la radula (Tabla I.1). Esta clasificacion

Stenoglossa

) ; reconocia tr | ntr |
Opisthobranchia econocia tres subclases dentro de los

Pleurocoela gasteropodos: Prosobranchia, Opistho-
Pteropoda branchia y Pulmonata. A su v ez, los pro-
Sacoglossa _ o ]
Acoela sobranquios se dividian en tres suborde -

Pulmonata nes que representaban cada uno un
Basommatophora

Stylommatophora grado evolutivo: Archaeogastropoda,




INTRODUCCION

Tabla 1.2. Sistema de clasificacion de los gasterépodos
propuesto por Golikov y Starobogatov (1975).

Gastropoda

Cyclobranchia = Patellogastropoda
Scutibranchia

Pectinibranchia
Sinistrobranchia=Pyramidelliones
Opisthobranchia=Bulliones
Dextrobranchia=Peracliones
Pulmonata=Limaciones

Mesogastropoda y Stenoglossa, pos-
teriormente denominado Neogastro-
poda (Wenz, 1938-1944). Esta clasi-
ficacion fue aceptada por la practic a
totalidad de los malacélogos de la
época y ha sido la mas estable.

Incluso se sigue utilizando en la

actualidad en algunos libros de texto

y obras de tipo general. A pesar de
su aceptacién generalizada, este esquema de tipo gradual presenta el problema de la
existencia de ciertos tax ones cuyos caracteres corresponden a estados intermedios
entre grupos. Asi, por ejemplo, Cox (1960) sugirié que habia tal continuidad de camac-
teres entre Mesogastropoda y Neogastropoda, que su separ aciéon en dos grupos era
injustificable, y propuso su unificacién en uno solo: Caenogastropoda, grupo que se
mantiene en la actualidad (ver mas adelante).

No obstante, no se propuso una clasificacién alternativa que supusiera modi-
ficaciones sustanciales hasta la planteada por Golikov y Starobogatov (1975). La cla-
sificacion de estos autores suponia cambios tan drasticos con respecto al modelo ta-
dicional, que no tuvieron mucha aceptacién fuer a del ambito soviético. Estos auto-

res reconocian la validez de opistobran-

Tabla 1.3. Sistema de clasificacion de los quios y DUImonados' pero no asi la de

gaSterépOdOS prOpUeStO por Haszprunar (1988b) prosobranqu|osl Ios Cuales fueron d|V|_

didos en diversos grupos. Cabe sefialar

Gastropoda ue fueron los primeros autores en
Prosobranchia q P
Docoglossa reconocer a Patellogastropoda como el

Hot-Vent Group-C
Cocculiniformia
Neritimorpha

grupo de gasterdopodos actuales mas
primitivo (Tabla I.2).

Vetigastropoda La aplicacion de nuevos instru-
Seguenziina . L -

) ) mentos, como el microscopico electréni -
Architaenioglossa
Caenogastropoda co, y la incorporacidon de nuevos caracte-

Campanilimorpha
Heterobranchia

Ectobranchia

Allogastropoda

res del osfradio, del ctenidio, del sistema
excretor y de la ultr aestructura de los

espermatozoides dio un nuevo impulso a

Euthyneura . -
la sistematica del grupo (Andrews, 1985;
Opisthobranchia grupo (
Pulmonata Haszprunar, 1985a; Haszprunar, 1985b;
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Polyplacophora
Monoplacophora
— Protobranchia
L— Dentaliida
Nautilidae
Patellina
C Neolepetopsidae I Patellogastropoda ]
— Cocculinidae
I_C Neritidae )
Phenacolepadidae
Melanodrymia
Neomphalidae
Peltospiridae
Choristellidae
Pseudococculinidae
Seguenziidae
Lepetelloidea
Scissurellidae Vetigastropoda
Clypeosectidae

| Fissurellidae
Pleurotomariidae
Haliotidae
Trochidae

Valvatoidea
Architectonicoidea
i — Acteonidae
Aplysiidae
Amphibolidae
Chilinidae
Cyclophoridae
Ampullariidae
Cerithiidae
Campanilidae
Ranellidae
Triphoridae
Littorinidae
Provannidae
Buccinidae
Muricoidea
Conoidea

epodonse3oq

| Neritopsina

Hot vent taxa

Heterobranchia

epodoxnse3oyiiQ

emaukying

Caenogastropoda

Fig.I.3. Hipdtesis sobre las relaciones filbgenéticas entre diferentes grupos de gasterépodos propuesta por
Ponder y Lindberg (1997).

Koike, 1985; Haszprunar, 1987; Healy, 1988). De las div ersas clasificaciones propues-
tas destaca la de Haszprunar (1988b). Este autor fue el principal promotor de una revi-
sién global de la filogenia y la clasificacion de los gasterépodos. Su propuesta fue obje -
to de un amplio debate en el IX Congreso Internacional de Malacologia (Edimburgo
1986), que continud en anos posteriores y que abrid un fructifero periodo para malaco-
logia. La clasificacidon de Haszprunar (1988b) incluia dos grupos dentro de los gastero -
podos: Prosobranchia y Heterobranchia (Tabla 1.3). Este ultimo incluia algunos grupos
previamente considerados como prosobranquios, junto con opistobranquios y pulmona-
dos. Aunque la metodologia seguida por Haszprunar fue criticada (Bieler , 1990; ver
réplica de Haszprunar, 1990), es indudable que el trabajo de este autor sentd las bases

de la clasificacion moderna de los gasterépodos.
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Los resultados presentados por Haszprunar (1988b) fueron ev aluados con
métodos cladisticos por Ponder y Lindberg (1996; 1997), lo que les permitid recons-
truir el primer arbol filogenético del grupo (Figura 1.3) y establecer una nueva clasi-
ficacion que es aceptada de manera general. En la figura 1.4 pueden observarse las
diferencias en cuanto a nomenclatura y agrupacion de taxones entre la clasificacion
tradicional (Thiele, 1931) y la actual (Ponder y Lindberg, 1997). Sin embargo, cabe
destacar que estos tr abajos filogenéticos y de clasificacion estan centr ados en los
gasterdpodos primitivos (antiguos prosobranquios) y que aportan muy poca informa
cion acerca de otros grupos mas deriv ados, como los opistobranquios y los pulmo -
nados. La clasificacién actual y la historia evolutiva de los gasterépodos son comen-

tadas con detalle en el siguiente apartado.

I.1.1.3.- Gastropoda: relaciones evolutivas internas

Segun la clasificacion de Ponder y Lindberg (1997), los gasteréopodos pueden
dividirse en dos grupos bien diferenciados: Eogastropoda (P  atellogastropoda) vy
Orthogastropoda (que incluye el resto de gasterdpodos) (Figura 1.4).
Patellogastropoda es considerado como una linea evolutiva independiente y se sitl-
an como grupo hermano del resto de gasterépodos (Golik ov y Starobogatov, 1975;
Shileyko, 1977; Graham, 1985; Haszprunar, 1988b; Lindberg, 1988; Ponder y
Lindberg, 1997) (Figura 1.3). Patellogastropoda retiene varios caracteres primitivos
compartidos con otras clases de moluscos (en caracteres de la concha, del sistema
nervioso, de la morfologia de la br anquia y de la radula) y cuenta, ademas, con
varias sinapomorfias (en caracteres de la estructura de la concha, del sistema diges-
tivo, de la radula, de los espermatozoides y la presencia del érgano verrugoso)
(Andrews, 1985; Koike, 1985; Haszprunar, 1988b; Lindberg, 1988; Bieler, 1992) que
apoyan la monofilia del grupo.

Los ortogasterdopodos se distinguen porque poseen glandulas hipobranquia-
les, una radula flexoglosa (radula flexible longitudinalmente), propodio (parte ante -
rior del pie claramente diferenciada), una glandula pedal anterior, un par de mandi-
bulas, estatocisto anterior o dorsal al ganglio pedal y una significativ a reduccién en
la extensién de los nervios paleales (Ponder y Lindberg, 1997). La radula flexoglosa
en contraposicion a la radula estereoglosa, que actia como un simple r aspador sin
capacidad de flexion longitudinal, supone la inno vacion mas decisiva dentro de la

evolucién de los gasterdpodos. La adquisicion de este tipo de radula proporciona una

10
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Datelbidea

Nallelbidea OatelbOaltroloda
000 aeoidea

Neoleletollidae

Colluliloidea Col0uli0ilorD ia
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Neritoidea ) ]
Helliloidea Neritol0ila
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0 emlodrll ia
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fillurelbidea [0 etilaltroloda
Hallotoidea
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Fig. 1.4. Comparacion de la clasificacion tr adicional (Thiele, 1931) con la moderna (en rojo) (P onder y
Lindberg, 1997) de los gasterépodos.
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gran versatilidad a la hora de alimentarse y, por lo tanto, la posibilidad de colonizar
distintos habitats. Dentro de los ortogasterépodos Ponder y Lindberg (1997) diferen-
cian los grupos que se describen a continuacion.

Neritopsina y Cocculinoidea son los grupos mas basales. A unque estos auto-
res describieron posibles sinapomorfias para ambos grupos, como la ausencia de
glandulas salivares y la presencia de una mandibula dorsal y compacta (P onder y
Lindberg, 1997), no hay estudios que comprueben la homologia de estos caracteres.
Por lo tanto, la posicion filogenética de estos dos grupos esta aun sin esclarecer y es
necesario un analisis mas exhaustivo para determinarla.

Otro grupo, previamente definido como Neomphalina (McLean, 1990), es el
formado por especies exclusivas de surgencias hidrotermales submarinas que no han
podido englobarse en otros grupos de ortogasterépodos y, por definicién, es parafi-
lético. Los pocos datos que existen dejan abierto el planteamiento de v arias hipéte-
sis acerca de su origen. P or ejemplo, se ha propuesto que este grupo ha ya sufrido
una radiacion adaptativa en este peculiar habitat (P onder y Lindberg, 1997). Otr a
posibilidad planteada es que estos taxones sean en realidad relictos de grupos mayo-
res ya extintos (McLean, 1981; Newnam, 1985; MclLean, 1988). Estas dos posibili -
dades no son excluyentes y se necesitan mas datos acerca de su anatomia y ultaes-
tructura para aclarar su situacion. El descubrimiento de nuevos taxones de moluscos
asociados en estas surgencias profundas puede a yudar también a esclarecer el ori -
gen de estos grupos (Ponder y Lindberg, 1997).

Vetigastropoda constituye un grupo monofilético apoyado por varias sinapo-
morfias entre las que destacan las bolsas sensoriales en las br anquias (Szal, 1971;
Haszprunar, 1987; Salvini-Plawen y Haszprunar, 1987). Otros caracteres, como son
los 6rganos sensoriales epipodiales, los tentaculos con papilas y las glandulas diges-
tivas con papilas, también pueden considerarse sinapomorfias, ya que su ausencia
en algunos tax ones se interpreta como el resultado de procesos heterocrénicos
(Ponder y Lindberg, 1997).

Caenogastropoda que, como se ha indicado con anterioridad, incluy e alos
antiguos mesogasterépodos y neogasterépodos (Figur a 1.4), constituy e un clado
monofilético que engloba la mayor diversidad en nimero de especies dentro de los
gasterdpodos. Se han descrito v arias sinapomorfias en caracteres del osfradio y de
la anatomia de los espermatozoides (Haszprunar, 1988b). Este clado incluye dos gru-
pos: Architaennioglossa y Sorbeoconcha (Haszprunar , 1985a; Haszprunar, 1988b;
Ponder y Lindberg, 1997).

12
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Finalmente, Heterobranchia incluye Heterostropha (Architectonicoidea,
Pyramidelloidea, Nerineoidea, V alvatoidea, Omalogyroidea y Rissoelloidea) y
Euthyneura (Opisthobranchia y Pulmonata). La monofilia de Heterobr anchia esta
apoyada por varios caracteres morfolégicos como son la presencia de érganos pig -
mentados en la pared de la cavidad del manto de las larvas, de filas de cilios longi -
tudinales en la cavidad del manto y de chalaza para conectar los cordones de hue-
vos (Robertson, 1985). Sin embargo, el mas importante hace referencia al fendme -
no denominado heterostrofia, es decir, el cambio de direccién en el enrollamiento de
la concha entre el estado larvario y el adulto. Si bien la monofilia de Heterobranchia
estd aceptada de manera generalizada, el origen del grupo es controvertido
(Boettger, 1954; Fretter y Graham, 1954; Morton, 1955; Gosliner, 1981; Haszprunar,
1985c¢). Ponder y Lindberg (1997) propusieron a Caenogastropoda como grupo her-
mano de Heterobranchia. Sin embargo, con anterioridad, Gosliner (1981) sugirid a
Littorinoidea como posible antecesor de Heterobranchia y propuso la parafilia de
Caenogastropoda.

La taxonomia y la posicion filogenética de Heterostropha han sido tema de
debate durante muchos afios (Golik ov y Starobogatov, 1975; Haszprunar, 1985c;
Haszprunar, 1988b; Ponder y Warén, 1988; Ponder, 1991). Heterostropha es un
grupo parafilético (Haszprunar, 1988b; Bieler, 1992; Ponder y Lindberg, 1997) com-
puesto por un mosaico de formas que comparten car acteres tipicos tanto de gaste-
ropodos primitivos (prosobranquios en sentido clasico) como de grupos mas deriv a-
dos (Euthyneura), por lo que su delimitacion y diagnosis no estan bien definidas.
Dentro de este grupo se incluye Pyramidelloidea, que comprende gasterdpodos ecto-
parasitos que se alimentan de diversos invertebrados (principalmente de otros
moluscos y de poliquetos sedentarios). Estos organismos han perdido la radula com+
pletamente, o la han sustituido por un estilete punzante. El ctenidio también se ha
perdido y, en algunos casos, se han desarrollado branquias secundarias. La concha
de los piramideloideos varia desde formas turriculadas muy delgadas hasta conchas
con espira baja o apenas sin espira tipo pateliforme (familia Amathinidae). La posi-
cion filogenética de Pyramidelloidea, al igual que la del resto de grupos de
Heterostropha, es muy discutida y se les ha incluido tanto en los antiguos prosoban-
quios (Thiele, 1931; Franc, 1968; Golikov y Starobogatov, 1975) como en los opis -
tobranquios (Pelseneer, 1899; Fretter y Graham, 1949; Taylor y Sohl, 1962; Hyman,
1967; Thompson, 1976).

Por ultimo, Euthyneura Spengel, 1881 es un término empleado para agrupar
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a los gasterépodos mas derivados: Opisthobranchia y Pulmonata. Ambos comparten
una modificacién de la torsién, lo que tiene importantes implicaciones anatémicas,
principalmente en el sistema nervioso, pero también en otros érganos. En concreto,
con la detorsion, los cordones nerviosos que conectan el anillo circumesofagico con
el ganglio visceral (cordones viscerales) no se cruzan (condicién eutineura), en con-
traste con los gasterépodos primitiv os, en los que hay un cruzamiento debido a la
torsion (condicion estreptoneura) (Figura 1.5). Sin embargo, esta diferenciacién no
tiene caracter diagnodstico, ya que algunos opistobranquios primitivos tienen siste-
mas nerviosos de tipo estreptoneuro (Haszprunar , 1988b). Se han definido otr as
sinapomorfias morfoldgicas para Euthyneura, entre las que destacan la presencia de
dos ganglios adicionales llamados parietales, el hermafroditismo simultaneo, un sis-
tema reproductor monoaulico (modalidad de sistema reproductor en el que el v aso
deferente, la vagina y el oviducto comparten un Unico conducto) en las formas mas
basales, la presencia de un ciego paleal en el manto y de glandulas que producen
sustancias repelentes, entre otros car acteres (Gosliner, 1981; Haszprunar, 1985c;
Haszprunar, 1988b).

A B

Ganglios bucales

Ganglios bucales

Ganglios cerebroideos

Ganglios pleurales Ganglios cerebroideos

Ganglios pedios

Nervios pedios

Nervios viscerales Ganglios viscerales

Ganglios parietales o .
Ganglio infraparietal

Ganglio supraparietal

Ganglios viscerales

Fig. I.5. Diagrama esquematico del sistema nervioso en gasterépodos. A, configuracion hipotética del sis-
tema nervioso ancestral (antes de la torsion). B , configuracion del sistema nervioso después de la tor -
sidon. Como consecuencia de la torsion, se produce un cruzamiento de los cordones later ales nerviosos
(condicién estreptoneura).
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I.1.2.- Opisthobranchia: caracteristicas generales

Los opistobranquios son un grupo con un numero relativamente reducido de
especies (mas de 5.000) en comparacion con los otros grandes grupos de gasteroé-
podos como los pulmonados o los caenogasterépodos, pero con una gran diversidad
morfoldgica. Este grupo ha experimentado una radiacidon adaptativa, acompafiada de
una extraordinaria diversificacién y especializacion alimentaria, que les ha permitido
colonizar una gran diversidad de habitats en el medio marino (con la ex cepcion de
algunas especies de Acochlidia que viven en agua dulce). Existen formas pelagicas
y bentdnicas. Se encuentran distribuidos por todos los océanos, desde la zona tropi-
cal (donde se concentran el mayor nimero de especies) hasta la Antartida, y desde
aguas superficiales a grandes profundidades.

La tendencia evolutiva que caracteriza mejor al grupo es la pérdida de la
concha. Este hecho, que se ha producido de manera independiente en los diferen-
tes grupos principales dentro de los opistobr anquios (Gosliner, 1981; Gosliner y
Ghiselin, 1984; Gosliner, 1991), ha condicionado profundamente su historia evo-
lutiva. Dentro de los opistobranquios podemos encontrar desde especies con una
concha bien desarrollada hasta especies completamente desnudas, pasando por
formas intermedias con la concha reducida a una delgada estructura interna. La
progresiva pérdida de la concha ha forzado una intensa reorganizacién corpor al
ocasionando, entre otras cosas, el desplazamiento de la cavidad del manto a una
zona posterior, o incluso su pérdida total (Brace, 1977). La pérdida de la cavidad
del manto (estructura de gran importancia para la respiracién en los gasterdpo-
dos primitivos) va acompafiada también de la pérdida del osfradio y de las glan-
dulas hipobranquiales.

Acompafando a la pérdida de la concha, se ha producido también una detor -
sion de la masa viscer al (recuperandose de nuevo la simetria bilateral corporal), un
aumento de la cefalizacidn, asi como la adquisicién de estructuras respiratorias nove-
dosas (como los cerata, plicatidium, ... ) (Minichev, 1970; Rudman y Willan, 1998).

En contraposicion a estas pérdidas, los opistobr anquios han desarrollado
nuevas estructuras y han diversificado su anatomia, lo que ha implicado profun -
dos cambios con respecto a las formas ancestrales de gasterdpodos. Entre estas
novedades evolutivas destacan las relacionadas con los sistemas defensivos. El
desarrollo de defensas quimicas (sustancias repelentes, acidas, venenosas, etc.),

de coloraciones aposematicas, miméticas o cripticas, asi como la adquisicién de
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la capacidad de incorporar elementos extrafios (como cnidocistos) al propio orga-

nismo (cleptodefensas), son algunos ejemplos (Ros, 1976).

[.1.2.1.- Opisthobranchia: origen

El primer registro fosil atribuible claramente a un opistobranquio correspon-
de a ejemplares de Acteonina carbonaria, que datan del Carbonifero Inferior
(Gosliner, 1981). Los opistobranquios tienen un registro fésil muy pobre en compa -
racién con otros grupos de moluscos, debido precisamente a la reduccién de la con -
cha. En los pocos casos en los que se recuperan conchas fdsiles, la informacién que
se obtiene es minima debido a que la tax onomia y el estudio de las relaciones ev o-
lutivas entre los diferentes grupos de opsitobranquios estan basados principalmente
en caracteres de la anatomia interna. Por lo tanto, el registro fosil no ha resultado
atil a la hora de estudiar las relaciones filogenéticas entre los distintos grupos de
opistobranquios (Gosliner y Ghiselin, 1984).

La busqueda del opistobr anquio que reuna los car acteres menos derivados
dentro del grupo, ha llevado a proponer al género Acteon como el mas basal y, por
lo tanto, como el modelo tipico del opistobranquio ancestral (Fretter y Graham,
1954; Morton, 1968). Diferentes caracteres apoyan esta hipétesis, como son la pre-
sencia de una concha bien calcificada, opérculo, cavidad paleal, un sistema nervioso
de tipo estreptoneuro y una molleja esofdagica sin placas quitinosas. Sin embargo ,
Mikkelsen (2002) no considera al género Acteon como un opistobranquio, sino como
un heterobranquio primitivo. Los fosiles de especimenes asignables a Acteonidae
aparecen en el Cretacico Medio (Zilch, 1959-60).

Alternativamente, Gosliner (1981) ha propuesto a miembros de la familia
Ringiculidae como los opistobranquios mas primitivos, basandose en su morfolo -
gia externa (con la cavidad del manto situada en la parte anterior y el ano y el
gonoporo situados en el later al derecho de la ca vidad), en el sistema nervioso
estreptoneuro, y sobre todo , en el sistema reproductor de tipo monoaulico
(Gosliner, 1981). Los primeros fésiles asignados a esta familia aparecen ya en el
Cretacico (Zilch, 1959-60).

Sin embargo, ningun opistobranquio actual relne todas las camacteristicas pri-
mitivas que pueden encontr arse dentro del grupo . Gosliner (1981) propuso un
ancestro hipotético, mosaico de todos los car acteres primitivos (Figura 1.6). Este

opistobranquio tendria una concha bien calcificada heterostrofica, con una espira
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Molleja Gléndulas salivares

N n
" Apertura genital
Glandula femenina

Recepticulo seminal
Intestino

Ovotestis

B Intestino Ctenidio

Bursa copulatriz

rgano de Hancock

T
Pene

Surco espermitico

Fig. 1.6. Hipotético opistobranquio ancestral. A, vista dorsal. B, vista lateral (modificado de Gosliner, 1981).

alargada y opérculo. La cavidad del manto se situaria en la parte anterior y alberga-
ria al ctenidio y al osfradio. El ano y el gonoporo se situarian en el lateral derecho,
el ventriculo seria posterior a la auricula, el sistema digestivo tendria mandibulas
bien desarrolladas, una radula ancha y glandulas saliv ares tubulares. El es6fago se
expandiria en una molleja y, posteriormente, desembocaria en un estdmago con una
cubierta quitinosa. En cuanto al sistema nervioso, seria de tipo estreptoneuro con los
ganglios bien separados y un bucle visceral alargado. Finalmente, el sistema repro-
ductor seria hermafrodita sin aislamiento de gametos femeninos y masculinos en el
ovotestis. Los gametos serian conducidos anteriormente por un conducto preampu -
lar que se expandiria en una “ampulla” que almacenaria el esperma enddgeno. El
conducto hermafrodita se conectaria con la glandula femenina, aunque antes se unk
ria a él el conducto procedente del receptaculo seminal (donde se acumularia el
esperma exégeno durante largos periodos de tiempo). La glandula femenina se com-
pondria de glandula mucosa, de membr ana y del albumen. En el gonoporo herma -
frodita se juntaria el conducto de la bursa copulatriz (que recibe el esperma inme -

diatamente después de la cépula y que también tiene una funcién gametolitica).
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Desde el gonoporo saldria un surco ciliado abierto que conduciria el esperma hasta
un pene cefalico no protusible. Las secreciones prostaticas se segregarian por las
células glandulares epiteliales en el surco espermatico. Este opistobranquio hipotéti-

co viviria probablemente en aguas superficiales y seria omnivoro.

1.1.2.2.- Opisthobranchia: clasificacién

Las estrechas similitudes morfoldgicas existentes entre los opistobr anquios y
los pulmonados menos derivados han complicado siempre la delimitacion entre ellos.
Determinados grupos de gasterépodos como Siphonariidae (K Ohler, 1893; Tillier,
1984; Haszprunar y Huber, 1990), Succineidae (Rigby, 1965), Gymnomorpha (Fretter,
1943; Boettger, 1954; Ghiselin, 1966; Salvini-Plawen, 1970; Climo, 1980; Salvini-
Plawen, 1980; Tillier, 1984; Haszprunar, 1985c; Salvini-Plawen, 1990) vy
Pyramidellidae (Thiele, 1931; Fretter y Graham, 1949; Taylor y Sohl, 1962; Franc,
1968; Golikov y Starobogatov, 1975; Thompson, 1976; Gosliner, 1981; Haszprunar,
1988b) han sido considerados como opistobranquios, como pulmonados o como gas-

teropodos primitivos (antiguos prosobranquios) por diferentes autores. Esta dispari-

Thiele, 1931 Franc, 1968 Golikov y Starobogatov, 1989 Thompson, 1976

SINISTROBRANCHIA
Otros grupos
Ringiculiformes

OPISTHOBRANCHIA OPISTHOBRANCHIA OPISTHOBRANCHIA OPISTHOBRANCHIA

Pleurocoela / Cephalaspidea Phyllidiiformii Bullomorpha
Cephalaspidea Runcinacea Acteoniformes Acteonacea
Anaspidea Acochlidiacea Pleurobranchiformes Diaphanacea

Pteropoda Sacoglossa Phyllidiiformes Retusacea
Thecosomata Cylindrobullacea Tritoniiformes Ringiculacea

Euthecosomata Volvatellacea Polybranchiformii Bullacea
Pseudothecosomata Juliacea Oxynoiformes Atyacea
Pterota Oxynoacea Stiligeriformes Philinacea

Sacoglossa Polybranchiacea Polybranchiformes Runf:inacea

Acoela Ely51acea alliformii Pyramidellomorpha
Notaspidea Aplysiacea Bulliformes Thecosomata

. . Pleurobranchacea Runciniformes Euthecosomata
Nudlbr'anchla Thecosomata Aplysiiformes Pseudothecosomata

Doridacea Euthecosomata Pneumodermatiformes Gymnosomata

Acolidiacea Pseudothecosomat: Tamanovalviformes Aplysiomorpha

Rhodopacea Gymnosomata EXTROBRANCHIA Pleurobranchomorpha
Doridacea Umbraculiformii Umbraculacea
Dendronotacea Onychochiliformes Pleurobranchacea
Arminacea Umbraculiformes Acochlidiacea
Aoelidacea Acochlidiiformii acoglossa

Oxynoacea
Elysiacea
Nudibranchia

—» Doridacea

\— Dendronotacea
\—» Arminacea
Aeolidacea

Peracliformii
Cavoliniformes
Peracliformes

Fig. I.7. Algunas clasificaciones propuestas para Opisthobranchia. Diferentes grupos pueden englobarse
en otros mas inclusivos segun diferentes autores (ver flechas) (modificado de Bieler, 1992).
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dad de criterios ha dado lugar a diversas clasificaciones y propuestas evolutivas den-
tro de los opistobranquios. Algunos ejemplos de clasificaciones alternativas propues-
tas se muestran en la figura 1.7. De entre todas estas clasificaciones la de Thompson
(1976) ha sido la mas aceptada en épocas recientes. En esta clasificacion, en la que
Opisthobranchia queda dividido en 9 6rdenes, cabe destacar lo siguiente: 1)
Pyramidellomorpha es reconocido como un orden de Opisthobrmanchia, 2) Bullomorpha
incluye todos los opistobranquios primitivos y 3) Pleurobranchomorpha incluye dos
grupos bien diferenciados, Umbraculacea y Pleurobranchacea (Figura I.7). Sin embar-
go, las Ultimas revisiones han modificado sustancialmente esta clasificacion de
manera que Pyramidellomorpha no se consider a actualmente un grupo de opisto -
branquios (Gosliner, 1981;

Tabla I1.4. Clasificaciéon actual de Opisthobranchia Haszprunar, 1985c), Bullomorpha ha

(Schmaekel, 1985; Salvini-Plawen, 1991; Rudman y quedado dividido en Architectibranchia
Willan, 1998; Schrédl et al.,2001; Mikkelsen 2002).

y Cephalaspidea s.s. (Mikkelsen,

Opisthobranchia 1996; Mikkelsen, 2002) y finalmente,

Architectibranchia
Cephalaspidea

se considera que los dos integrantes

Bulloidea de Pleurobranchomorpha no estan
Philinoidea relacionados entre si, por lo que
Runcinoidea actualmente constituyen grupos inde-
Acochlidiomorpha yen grup
Acochlidioidea pendientes (Schmekel, 1985). Asi
Microhedyloidea mismo, Rhodopemorpha queda inclui -
Rhodopemorpha . .
Anaspidea do dentro de Opisthobr anchia
Akeroidea (Haszprunar y Huber, 1990; Salvini-
Aplysioidea Plawen, 1991).
Sacoglossa !
Oxynooidea Por lo tanto, las clasificaciones
Elysioidea mds recientes proponen la existencia
Lymapontioidea q incinales d d
Thecosomata e 11 grupos principales dentro de
Gymnosomata Opisthobranchia: Architectibranchia,
Tylodinoidea Cephalaspidea,  Acochlidiomorpha,
Pleurobranchoidea
Nudibranchia Rhodopemorpha, Anaspidea, Sacoglo-
Dexiarchia ssa, Thecosomata, Gymnosomata,
Cladobranchia L .
Arminacea Tylodinoidea, Pleurobranchoidea vy
Aeolidacea Nudibranchia  (Schmekel, 1985;
~ Dendronotacea Mikkelsen, 1996; Rudman y W illan,
Doridoxa
Anthobranchia 1998; Mikkelsen, 2002) (Tabla I1.4).
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Architectibranchia es un grupo sin una diagnosis clara, que incluye a varias
especies de opistobranquios basales cuya posicién filogenética ain no esta clara-
mente definida (Mikkelsen, 2002). Como se ha indicado con anterioridad, este
grupo se ha relacionado tradicionalmente con los cefalaspideos, aunque trabajos
recientes han sugerido origenes diferentes para ambos grupos (Mikkelsen, 1996;
Mikkelsen, 2002). Architectibr anchia esta formado por formas primitiv as que
poseen una concha bien desarrollada, sistema nervioso estreptoneuro, gonoduc-
to situado dentro de la cavidad del manto y en los que esta cavidad ha pasado de
ser anterior a ser later al (Haszprunar, 1985c; Mikkelsen, 1996). Carecen de
molleja en el sistema digestivo y del surco ciliado externo para el transporte del
esperma (Mikkelsen, 2002) (Figura I.8.A). Este grupo incluye Bullinidae,
Aplustridae (+Hydatinidae) y Ringiculidae. Cabe destacar que el género Acteon,
tradicionalmente relacionado con estos grupos, se excluye en la actualidad de los
opistobranquios y se sitla entre los heterobr anquios basales o heterostrofos
(Mikkelsen, 1996; Mikkelsen, 2002)

Cephalaspidea es un grupo numeroso de opistobranquios que en su mayoria
poseen una concha bien desarrollada, aunque en algunas ocasiones la han perdido .
Son principalmente carnivoros, si bien algunos grupos son herbivoros. La mayoria
vive en ambientes arenosos o fangosos, por lo que han desarrollado un modo de vida
excavador. Su sistema nervioso es tipico de Euthyneura y poseen un par de érganos
quimiorreceptores (dérgano de Hancock) en los later ales de la region cefdlica
(Schmekel, 1985; Rudman y Willan, 1998) (Figura I1.8.B). Bulloidea, Philinoidea y
Runcinoidea estan incluidos en este grupo.

Acochlidiomorpha es un grupo intersticial poco conocido. Estos organismos
viven entre el fango y la arena, principalmente en ambientes marinos, aunque tam -
bién hay especies de agua dulce. Son de pequefio tamafio y han perdido totalmen -
te la concha y el opérculo. Se alimentan de los microorganismos existentes entre el
fango y la arena (Rudman y Willan, 1998) (Figura I.8.C). Algunos géneros incluidos
en este grupo son: Acochlidium, Strubellia, Hedylopsis y Microhedyle.

Rhodopemorpha es un grupo intersticial cuyas afinidades con los opistobran-
quios han sido discutidas durante mucho tiempo (Haszprunar y Huber, 1990; Salvini-
Plawen, 1991). Son organismos de pequefio tamafio que han perdido la concha, la
radula, las mandibulas y el cor azén (Rudman y Willan, 1998) (Figura 1.8.D). Hasta
el momento, tan soélo se han descrito seis especies, englobadas en los géneros

Rhodope y Helminthope.
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Fig. 1.8. Representantes de los 11 grupos considerados actualmente dentro de Opisthobranchia: A,
Architectibranchia: Hydatina physis. B, Cephalaspidea: Liloa sp. C, Acochlideomorpha: Acochlidium fijien-
se. D, Rhodopemorpha: Rhodope sp. E, Anaspidea: Bursatella leachii. F, Sacoglossa: Thuridilla sp. G,
Thecosomata: Creseis chierchiae. H, Gymnosomata: Pneumodermopsis paucidens. I, T ylodinoidea:
Tylodina corticalis. 1, Pleurobranchoidea: Pleurobranchus peronii. K, Nudibranchia: Glaucus atlanticus.
(reproducido de Rudman y Willan, 1998).
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Anaspidea esta constituido por especies generalmente de tamafio grande, en
los que la concha ha quedado reducida a una placa interna o se ha perdido comple -
tamente. La mayoria de las especies cuenta con unos par apodios (expansiones del
manto) de gran tamafio que pueden ser usados para la natacién. Los anaspideos
cuentan con novedades evolutivas, como son diferentes glandulas (opalina y purpu-
ra) que proyectan sustancias de color oscuro que les sirven para aturdir a sus depre-
dadores (Rudman y Willan, 1998) (Figura I.8.E). Este grupo incluye Akeridae,
Aplysiidae, Dolabriferidae y Notarchidae.

Sacoglossa es un grupo de opistobr anquios muy homogéneo desde el punto
de vista ecoldgico y anatémico (con un tipo de radula uniseriado muy particular),
puesto que casi todas las especies son herbivoras especialistas que se alimentan del
citoplasma de las algas marinas. Los cloroplastos procedentes de las algas de las que
se alimentan pueden quedar almacenados en las células de la glandula digestiva y
persistir funcionales durante varias semanas (Clark et al., 1990). Las especies mas
primitivas tienen una concha bien desarrollada, en otras se ha reducido a una con-
cha de pequefio tamafio que cubre sélo la parte visceral, pero la mayor parte de las
especies la han perdido por completo (Jensen, 1996) (Figura 1.8.F). Los grupos prin-
cipales en los que se subdividen los sacoglosos son Oxynooidea, Elysioidea y
Lymapontioidea.

Thecosomata incluye opistobranquios plancténicos que estan presentes en
todos los océanos y que se alimentan de fitoplancton. Se conocen en torno a 60
especies (van der Spoel, 1976) muy v ariables en su morfologia. La ma yoria tienen
concha, aunque algunas especies la han perdido . Su tamafio es v ariable e incluye
tanto especies pequefias (en torno a 2 mm) como otras mayores (80 mm). Algunas
especies tienen unos parapodios de gran tamafio que se expanden a modo de alas,
por lo que se les llama cominmente “mariposas del mar ” (Rudman y Willan, 1998)
(Figura 1.8.G). Limacina, Clio, Cavolinia y Cresseis son algunos de los géneros mas
representativos de este grupo.

Gymnosomata fue en un primer momento relacionado con Thecosomata
(Morton, 1958a). Sin embargo, estudios morfoldgicos recientes han demostrado que
en realidad ambos son dos grupos bien diferenciados que han evolucionado de mane-
ra paralela por compartir un modo de vida plancténico. Gymnosomata carece de con-
cha, manto y cavidad del manto en estado adulto, tiene simetria bilateral y se alimen-
ta de tecosomados (Rudman y Willan, 1998) (Figura I.8.H). Algunos géneros que com-

prende Gymnosomata son: Pneumoderma, Notobranchaea, Cliopsis y Clione.
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Tylodinoidea (=Umbraculoidea) es un grupo formado por opistobranquios con
una concha similar a la de las lapas en la que el animal no es capaz de retraerse.
Tienen una cavidad del manto reducida y limitada a la parte posterior derecha, que
alberga un ctenidio bipectinado y un osfradio. Se caracterizan por poseer un pie de
gran tamafo y tres pares de apéndices cefalicos: velo oral (expansiones del manto),
tentaculos orales y rinéforos (estructur as sensoriales) (Schmek el, 1985) (Figura
1.8.1). Tylodina y Umbraculum son los géneros mas representativos de este grupo.

Pleurobranchoidea esta constituido por organismos sin concha externa. En el
caso de que exista concha siempre es interna y muy delgada. Poseen una Unica
branquia, situada en el lado derecho , velo oral, tentaculos cefalicos y rinéforos
(Rudman y Willan, 1998) (Figura I.8.]J). Como se ha comentado con anterioridad,
Tylodinoidea y Pleurobranchoidea se han considerado tradicionalmente como un
Unico orden, Pleurobranomorpha o Notaspidea, aunque en la actualidad se conside -
ran grupos independientes. Berthella, Pleurobranchaea y Bathyberthella son algunos
géneros incluidos en este grupo.

Nudibranchia es el grupo de opistobr anquios mas diverso y numeroso. Ningun
nudibranquio posee concha ni opérculo en estado adulto . Se encuentran en todos los
océanos y son mayoritariamente bentdnicos, aunque hay algunas especies plancténicas
o pelagicas. Todos los nudibranquios son carnivoros y se alimentan de una gran diver-
sidad de presas. Se caracterizan también por presentar una amplia v ariedad de estra-
tegias defensivas que incluyen, entre otras, la presencia de glandulas productor as de
sustancias repelentes, la incorporacion de los nematocistos de los cnidarios de los que
se alimentan y la adquisicién de colores llamativ os con una funcién aposematica o
mimética (Wagele y Willan, 2000) (Figura 1.8.K). Los nudibranquios se dividen en dos
grupos principales: Anthobranchia y Dexiarchia (Wagele y Willan, 2000; Schrédl et al.,
2001). El primero incluy e los nudibranquios conocidos como déridos (Doridoidea; €j.
Aldisa, Platydoris y Hypselodoris) y el género Bathydoris. El segundo incluy e

Cladobranchia (Aeolidacea, Dendronotacea y Arminacea) y el género Doridoxa.
[.1.2.3.- Opisthobranchia: relaciones evolutivas internas
Como se ha comentado anteriormente, la delimitacion de Opisthobranchia ha
resultado un problema dificil de resolver durante mds de un siglo y aun hoy la cues-

tion sigue abierta. Por lo tanto, la monofilia del grupo es también un tema contro -

vertido y ha sido aceptada o rechazada segun diferentes autores.
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Pyramidelloidea

Ringiculoidea

Acteonoidea

Diaphanoidea

. Bulloidea

Anaspidea

Sacoglossa

Gymnosomata

_[ Rhodopemorpha Opisthobranchia
Acochlidiomorpha

— Umbraculomorpha
Pleurobranchia
Anthobranchia
Doridoxomorpha
Nudibranchia

Thecosomata

Gymnomorpha

Thalassophila
Hygrophila Pulmonata
Archaeopulmonata

Stylommatophora _|

Fig. 1.9. Hipotesis filogenética de Euth yneura propuesta por Salvini-Plawen y Steiner (1996), basada en
datos morfolégicos.

Varios trabajos han abordado el problema de la monofilia de los opistobr an-
quios realizando estudios morfoldgicos. Boettger (1954), basandose en atributos de
la concha y del sistema nervioso central, defiende la parafilia de los opistobranquios
y describe un cuadro evolutivo en el que los cefalaspideos son el grupo antecesor del
que pulmonados y el resto de opistobranquios diverge. Ghiselin (1966), basandose
en la anatomia del sistema reproductor, en el nimero de cromosomas y en la mor -
fologia de los espermatozoides, defiende la monofilia de los opistobranquios, situan-
dolos como grupo hermano de los pulmonados. Gosliner (1981) apoya la existencia
de un ancestro comun entre pulmonados y opistobranquios, asi como la monofilia de
estos ultimos. También define dos sinapomorfias para los opistobranquios: la presen-
cia de un escudo cefalico bien desarrollado y del érgano de Hancock. Salvini-Plawen
y Steiner (1996) realizaron un analisis cladistico exhaustiv o de Euth yneura. La

monofilia de los opistobranquios era rechazada por la posicidén de los tecosomados
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Caenogastropoda
Architectonicoidea
Omalogyridae

Valvatidae Heterostropha
Glacidorbida

Rissoellidae

Thecosomata
Gymnosomata Opisthobranchia
/| B——— Acochlidioidea
Heterobranchia ——— Pyramidelloidea ] Heterostropha
Basommatophora
Onchidiidae
Soleolifera
— Stylommatophora
Acteonoidea
/ —— Runcinoidea
Euthyneura Cephalaspidea
_C Bulloidea
Anaspidea
Sacoglossa
Umbraculoidea

Pleurobranchoidea
Nudibranchia _

Pulmonata

Opisthobranchia

Fig. 1.10. Hipotesis filogenética de Euthyneura propuesta por Dayrat y Tillier (2002), basada en datos
morfoldgicos.

situados como grupo hermano de los pulmonados (Figura 1.9). Sin embargo, el resto
de los opistobranquios comparten una sinapomorfia: la presencia de una prolonga -
cion nerviosa en el nervio labio-tentacularis, que inerv  a la zona del érgano de

Hancock. Como se ha comentado con anterioridad, P onder y Lindberg (1997) realiza -
ron un estudio de las relaciones evolutivas de los gasteréopodos con especial atencion en
los mas primitivos (antiguos prosobranquios). En su analisis sélo consideran cuatro
miembros de Euthyneura (dos opistobranquios: Acteonidae y Aplysiidae, y dos pulmo -
nados: Amphibolidae y Chilinidae) (Figur a 1.3). Los resultados obtenidos por dichos

autores apoyan la parafilia de los opistobranquios. Dayrat y Tillier (2002) realizan tam-
bién un analisis cladistico usando un mayor nimero de especies de pulmonados y opis-
tobranquios. Los resultados carecen de resolucién suficiente ya que obtienen una poli-
filia basal, en la que pulmonados y opistobr anquios se entremezclan (Figura 1.10).
Finalmente, Mikkelsen (2002) apoya la mondfilia de Opisthobranchia y defiende tres
sinapomorfias para el grupo: la pérdida del opérculo en el estado adulto , la presencia

de parapodios y la pérdida de una camara situada en la parte posterior del estdmago.
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RUNCINIDAE APLYSIIDAE ELYSIACEA

OXYNOACEA

ATYIDAE AKERATIDAE
JULIACEA

BULLIDAE
ACOCHLIDIACEA CYLINDROBULLIDAE
DIAPHANIDAE

PULMONATA

(INCLUDING THECOSOMATA
GPLIgé'sIg)OXE ONCHIDIIDAE) ACTEON-

IDAE GYMNOSOMATA
RETUSIDAE PYRAMIDEL-

HYDATIN-

LIDAE DA UMBRACULIDAE
AEOLIDIACEA
PHILINIDAE — — \ PLEUROBRANCHIDAE (POLYPHYLETIC)
SCAPHANDRIDAE
AGLAJIDAE DORIDACEA \
/ DENDRONOTACEA
GASTROPTERIDAE ARMINACEA

Fig. I.11. Hipodtesis evolutiva de Opisthobranchia propuesta por Ghiselin (1966), basada en datos mor
foldgicos.

A pesar de todos estos estudios, la realidad es que no hay ninguna sinapo-
morfia que defina y compartan todos los integr antes de Opisthobranchia (siempre
hay alguna excepcién que rechaza las sinapomorfias anteriormente descritas) debi -
do a su gran diversidad morfoldgica. Por lo tanto, la mayoria de los autores hablan
de tendencias evolutivas dentro del grupo, mas que de sinapomorfias.

Muy pocos de estos estudios incluian taxones suficientes como para establecer
de forma resolutiva las relaciones filogenéticas entre los diferentes grupos de opisto -
branquios. Ghiselin (1966) describe un arbol en el que los arquitectibr anquios serian
el grupo basal del que divergirian el resto de los opistobranquios: por un lado los cefa-
laspideos, por otro acoclidaceos, anaspideos y sacoglosos, por otro lado tecosomados
y gimnosomados vy, finalmente, otra linea la formarian tilodinoideos, pleurobrancoide-
os y nudibranquios (Figura I.11). Posteriormente, Salvini-Plawen y Steiner (1996) en
su analisis cladistico obtienen a los arquitectibr anquios como grupo basal. P or otra
parte, cefalaspideos, anaspideos y sacoglosos quedan en una politomia basal como
grupos hermanos del resto de los opistobranquios, que incluyen: por un lado gimno-
somados, rodopemorfos y acoclidaceos, y por otro tilodinoideos, pleurobrancoideos y
nudibranquios (Figura 1.9). Finalmente, los cladogramas obtenidos por Dayrat y Tillier

(2002) en base a caracteres morfoldgicos, no tienen resolucién para ningun nodo que
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resuelva relaciones entre grupos de opistobranquios, excepto para el que apoya la rela-
cién entre cefalaspideos y anaspideos (Figura 1.10).

Ademas de las dificultades existentes a la hora de establecer las relaciones
filogenéticas debido a la coexistencia de caracteres primitivos y derivados en algu-
nos grupos de opistobranquios, un problema adicional, ampliamente comentado en
la literatura, hace referencia a la evolucidén paralela que se ha producido en diferen-
tes grupos dentro de Opisthobranchia (Gosliner y Ghiselin, 1984; Gosliner, 1985;
Gosliner, 1991; Mikkelsen, 1996). Un hecho tan fundamental en la historia ev oluti-
va del grupo como es la reduccion o pérdida de la concha se ha producido varias
veces a lo largo de la ev olucién de las distintas lineas dentro de Opisthobr anchia.
Se han demostrado otras evidencias de evolucién paralela también en otros aspec-
tos y tendencias dentro de los opistobr anquios, como son: la detorsién (y por lo
tanto la posicion de la cavidad del manto), la adquisicidon de la condicion eutineura,
la cefalizacion (concentracién de los diferentes ganglios alrededor del eséfago en
distintos grados de fusion), la pérdida del ctenidio, la pérdida de la radula, la adqui-
sicion de ceratas (prolongaciones tubulares situadas a ambos lados del cuerpo que
actlan como estructuras respiratorias y que pueden tener terminaciones de la glan
dula digestiva), la separacion de gametos femeninos y masculinos y la separacién
de conductos para el esperma enddgeno y exdgeno (Gosliner y Ghiselin, 1984;
Gosliner, 1991).

También se han realizado estudios moleculares para dilucidar sobre la monofi-
lia de Opisthobranchia vy las relaciones filogenéticas dentro del grupo . La mayoria de
los trabajos para inferir la filogenia de los gasterépodos se han basado en genes nucle-
ares (28S y 18S ARNr) (Rosenberg et al., 1994; Tillier et al., 1994; Tillier et al., 1996;

Winnepenninckx et al., 1998;

Caenogastropoda Wollscheid y Wagele, 1999;

Nudibranchia | Opisthobranchia Yoon y Kim, 2000; Dayrat et

Basommatophora ] Pulmonata al., 2001). Sin embargo, las

91 Stylommatophora ] Pulmonata hipdtesis filogenéticas resul -
85 Cephalaspidea ]Opisthobranchia tantes de estos estudios no

100 Anaspidea estan resueltas y los nodos que
—— Gymnomorpha | Pulmonata apoyan o rechazan la monofilia

Sacoglossa:l Opisthobranchia de los opistobranquios carecen

Fig. I.12. Hipdtesis filogenética de Euthyneura propuesta por de apoyo estadistico en la
Wollscheid y Wagele (1999), basada en la secuencia del gen mayon’a de los casos.
nuclear 18S ARNr.
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Caenogastropoda

Hygrophyla ] Pulmonata

De todos estos tr aba-
jos, los de W
Wagele (1999) y Dayrat et al.

ollscheid vy

Anaspidea
98 . . . i
Thecosomata | Opisthobranchia (2001) incluyen representan
tes de varias lineas de opisto-
Gymnosomata _|

Eupulmonata :| Pulmonata

branquios y permiten inferir

relaciones evolutivas entre

Sacoglossa ellos. En el primero (que se
Cephalaspidea | Opisthobranchia basa en el gen nuclear 18S
Notaspidea ARNr y que incluye 4 grupos

: o " de opistobranquios), cefalas-
Fig. I.13. Hipotesis filogenética de Euthyneura propuesta por

Dayrat y Tillier (2001) basada la secuencia del gen nuclear28S
ARNF. El nimero indica el valor de “bootstrap” para el nodo.

pideos, anaspideos y dos gru-
pos de pulmonados (estiloma-
téforos y gimnomorfos) for -
man un grupo que es a su vez grupo hermano de sacoglosos y pulmonados (baso-
matoforos) (Figura 1.12). Los nudibraquios quedan en una posicién basal. En el tra-
bajo de Dayrat et al. (2001) (que se basa en el gen nuclear 28S ARNr y que consi-
dera 9 grupos de opistobr anquios) el Unico clado con soporte es el que relaciona

anaspideos con tecosomados y gimnosomados (Figura 1.13).

Por otra parte,
Caenogastropoda Thollesson (1999b) infirio las
Acteonoidea . relaciones evolutivas entre 6
isth hi . .
Opisthobranchia grupos de opistobr anquios y
Sacoglossa _
_ dos grupos de pulmonados
80 — Stylommatophora
Stylommatophora Baso-
Pulmonata (Sty P Y
Basommatophora | mmatophora) basandose en la
. Nci rcial (4
00l s Anaspidea _ secuencia parcial (450 pb) de
un gen mitocondrial (rrnL). Los
Cephalaspidea ]
resultados rechazan la monofi-
76 Pleurobranchoidea Opisthobranchia lia de los opistobr anquios. Los
Nudibranchia arquitectibranquios  quedan
. . como el grupo basal; los cefa-
Nudibranchia

- laspideos y anaspideos como
Fig. I.14. Hipdtesis filogenética de Euthyneura propuesta por
Thollesson (1999b) basada en la secuencia parcial del gen
mitocondrial rrnL. Los nimeros indican los valores de “boots-
traps” para los nodos.

grupos hermanos vy, finalmen-

te, los nudibr anquios serian
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parafiléticos, debido a que los

Caenogastropoda )
pleurobrancoideos resultan el
—— Stylommatophora 7 grupo hermano de una rama de
74
Pulmonata nudibranquios (Figura 1.14).
Basommatophora _ Recientemente, se ha publica-
100 Sacoglossa do una filogenia de los principa-
les grupos de gasterépodos en
Anaspidea base a un fragmento corto (650
50 . , Opisthobranchia pb) del gen mitocondrial cox1
Nudibranchia
(Remigio y Hebert, 2003). Sin
Architectibranchia | embargo, los resultados de
- este estudio no son concluyen-
Basommatophora Pulmonata
(Siphonaria) . tes en cuanto a la monofila de

los opistobranquios ni en lo que

Fig. [.15. Hipdtesis filogenética de Euthyneura propuesta por se refiere a sus relaciones
Remigio y Hebert (2003), basada en la secuencia parcial del
gen mitocondrial cox1. Los niumeros indican los v alores de

“bootstraps” para los nodos. do carece de soporte estadisti-
co (Figura I.15).

En resumen, puede decirse que los tr abajos moleculares existentes hasta la

internas, ya que el arbol inferi -

fecha no aportan resolucion suficiente acerca de la sistematica de Opisthobranchia
debido al bajo soporte en la ma yoria de los nodos. P or otra parte, el volumen de
caracteres empleados para inferir las filogenias (en este caso el nimero de nucled -
tidos) resulta claramente insuficiente para el nivel de anadlisis escogido en la mayor
parte de los casos. Asi mismo, la representaciéon de los diferentes linajes de opisto -

branquios y pulmonados varia mucho de unos estudios a otros.

I.1.3.- Pulmonata: caracteristicas generales

Los pulmonados son gasteréopodos mayoritariamente terrestres o dulceacuico-
las, aunque hay algunos géneros marinos. Tienen la configuracion general de un gas-
teropodo con cabeza, pie y masa visceral. La mayoria tiene una concha con una espi-
ral bien desarrollada y carecen de opérculo, aunque en algunos grupos la concha ha
guedado reducida a una simple placa (semejante a la de las lapas) o incluso se ha
perdido. La cavidad del manto carece de ctenidio (aunque en algunas ocasiones se ha

desarrollado una branquia secundaria o pseudobranquia) y de glandulas hipobran-
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Fig. I.16. Esquema de la cavidad pulmonar de un pulmonado dul-
ceacuicola (Basommatophora) (modificado de Smith y Stanisic,

) Apertura genital
Cavidad pulmonar ' ¢ii Oviducto
Vasos pulmonares ‘ @
A Osfradio
Vena pulmonar &m Neumostoma
X

Ano

Vena anular

Auricula

Ventriculo

Pericardio

Concha

1998).

quiales. El osfradio se ha per-
dido en las formas terrestres.
El sistema nervioso es mayori-
tariamente eutineuro y el
bucle visceral es significativa-
mente mas corto. Los pulmo -
nados son hermafroditas
simultaneos con diferentes
grados de fusion en los tractos
reproductores femeninos vy
masculinos. Desde el punto de
vista taxondmico, caracteres
como la forma general del
cuerpo, el color, la forma de la
concha y la posicién de la cavi-
dad del manto y las estructu -
ras presentes en la region
cefélica son de gran importan-
cia (Smith y Stanisic, 1998)

El pricipal rasgo que caracteriza al grupo es la presencia de una cavidad pul-

monar. En los pulmonados, los bordes del manto se fusionan y se reduce la apertu-

ra de la cavidad paleal hasta que queda reducida a un poro contractil, llamado neu-

mostoma (localizado en la parte derecha del cuerpo). La pared interna de la cavidad

del manto estd muy vascularizada, permitiendo el intercambio respiratorio (Figura

1.16); es el pulmédn o cavidad pulmonar (Smith y Stanisic, 1998). La mayoria de los

pulmonados tiene este tipo de respir acién, aunque algunas formas retienen unas

branquias secundarias situadas en la cavidad del manto. En general, las formas

acuaticas pueden respirar por el pulmén, por la piel o por las branquias secundarias,

aunque nunca poseen un verdadero ctenidio (Haszprunar, 1985c)

[.1.3.1.- Pulmonata: origen

Los primeros registros fésiles de pulmonados terrestres son del Paleozoico

(Carbonifero Superior) (Solem y Yochelson, 1979). En cambio, otros pulmonados de

agua dulce y terrestres (basomatoforos) no aparecen en el registro fosil hasta el
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Jurasico (Solem y Yochelson, 1979). Ya se han comentado con anterioridad las difi -
cultades para discernir la divisidon entre pulmonados y opistobr anquios (Apartado
1.1.2.2.). La mayoria de los autores han buscado car acteres del sistema nervioso
para delimitar ambos grupos e indagar su origen. Asi, se ha sefialado la importancia
de dos caracteres para la diferenciacion de ambos grupos: la presencia de una iner-
vacién de tipo estreptoreuro en los tentaculos cefalicos y la ausencia del nervio del
rinéforo (presente en opistobranquios y piramidélidos) caracterizaria la linea evolu-
tiva de los pulmonados (Huber, 1987; Haszprunar, 1988b). Sin embargo, permane-
ce aun sin aclarar si el procerebro (estructura neurosecretora) de los pulmonados y
el ganglio del rinéforo de opistobr anquios y piramidelidos son estructur as homolo-
gas, hecho que algunos autores ponen en duda (van Mol, 1967; Haszprunar, 1988b;
Haszprunar y Huber, 1990).

[.1.3.2.- Pulmonata: clasificacion

Se han propuesto div ersos sistemas de clasificacion par a los pulmonados
(Salvini-Plawen, 1970; Tillier, 1984; Haszprunar y Huber, 1990; Nordsieck, 1992;
Dayrat et al., 2001) (Figura 1.17). Estas clasificaciones difieren significativamente
unas de otras en la agrupacion de los diferentes tax ones, asi como en la categoria

dada a los grupos.

Thiele, 1931 Salvini-Plawen, 1980 Golikov y Starobogatov, 1989
PULMONATA PULMONATA PULMONATA
Basommatophora Archaeopulmonata Limaciformii
ACtOphila Basommatophora Limaciformes
Amphibolacea Stylommatophora Succineiformes

Aillyiformes

Patelliformia " o
Higrophila GYMNOMORPHA oracophortiormes
Stylommatophora Onchidiid Lymnaeiformii
idi nemauda Subulitiformes
Oncidiacea . . '
Soleolifi Soleolifera Trimusculiformes
o eoren Rhodopida Lymnaeiformes

Otros grupos Amphiboliformii

Amphiboliformes
DEXTROBRANCHIA

Onchidiiformes
Rhodopiformes
Veronicelliformes

Fig. I.17. Algunas clasificaciones propuestas par a Pulmonata. Diferentes grupos pueden englobarse en
otros mas inclusivos segun diferentes autores (ver flechas) (modificado de Bieler, 1992).
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Tabla I1.5. Clasificacion actual de Pulmonata

(Haszprunar y Huber, 1990; Smith y Stanisic, La clasificacidon propuesta por
1998). .
) Haszprunar y Huber (1990) es la mas acepta-
Pulmonata da por la gener alidad de los malacélogos
Systellommatophora actuales. Esta clasificacioén reconoce tres gru-
Otinoidea -
Onchidioidea pos principales dentro de los pulmonados:
Rathousioidea Systellommatophora, Basommatophora vy
Basommatophora
Eupulmonata (Tabla 1.5).
Amphiboloidea P ( )
Siphonarioidea Systellommatophora son pulmona-
Lymnaeoidea dos marinos ma yoritariamente sin concha,

Glacidorboidea
Eupulmonata
Actophila concha externa reducida. La cavidad pulmo-
Trimusculiformes
Stylommatophora

aunque hay alguna especie que retiene una

nar se encuentra en una posicién posterior

o bien estd ausente. Son hermafroditas con
separaciéon de conductos masculinos y
femeninos. Incluye Otinoidea, Onchidioidea y Rathouisioidea (Haszprunar y Huber,
1990; Smith y Stanisic, 1998) (Figura I.18.A).

Basommatophora incluyen a pulmonados con concha que viven tanto en
ambientes terrestres como acuaticos (marinos y dulceacuicolas). La forma de la
concha varia desde formas con una espir a bien desarrollada hasta otr as de tipo
pateliforme. La respiracién se lleva a cabo mediante pulmén, branquias secunda-
rias y/o a través del epitelio. Son hermafroditas con separ acién de conductos
femeninos y masculinos. Este grupo incluye Siphonarioidea, Amphiboloidea,
Lymnaeoidea y Glacidorboidea (Haszprunar y Huber , 1990; Smith y Stanisic,
1998) (Figura I1.18.B).

Eupulmonata esta formado por gasteréopodos que viv en en ambientes mari -
nos y terrestres. La mayoria posee una concha, aunque algunos grupos la han mod#
ficado o perdido. No hay opérculo en el estado adulto, ni osfradio ni filas ciliadas en
la cavidad paleal. Los ojos se sitlan en la base de los tentaculos contractiles o en el
extremo de un par de tentaculos in  vaginables. Este grupo incluy e Ellobioidea,
Trimusculidae y Stylommatophora (Haszprunar y Huber, 1990; Smith y Stanisic,
1998) (Figura 1.18.C). Dentro de Eupulmonata cabe destacar a Ellobioidea, un grupo
con muchos car acteres morfoldgicos primitiv os y que viv e mayoritariamente en
ambientes con influencia marina, en contraste con el resto de eupulmonados princi-

palmente terrestres.

32



INTRODUCCION

Fig. 1.18. R epresentantes de los 3 grupos consider ados actualmente dentro de Pulmonata: A,
Systelommatophora: Platevindex chameleon. B, Basommatophora: Siphonaria atra. C, Eupulmonata:
Theba pisana (reproducido de Smith y Stanisic, 1998).

I1.1.3.3.- Pulmonata: relaciones evolutivas internas

Mientras que las formas primitivas de pulmonados son marinas, la mayoria de
las formas derivadas son de agua dulce o terrestres. Las diferentes presiones selec-
tivas ocasionadas por estos ambientes se ven reflejadas en la existencia de diferen-
tes planes corporales. Como resultado, los pulmonados poseen car acteres diferen-
ciales entre los diferentes grupos, como son una v ariedad de estructuras respirato-
rias y estrategias de desarrollo particulares, que complican la definicion de sus rela-
ciones (Gosliner, 1981). A pesar de estas diferencias, se han definido también nove-
dades evolutivas en el sistema nervioso comunes a todos los grupos. Los pulmona-
dos comparte un complejo sistema neurosecretor formado por procerebro, glandula
cerebral y cuerpos dorsales (van Mol, 1967; van Mol, 1974). Otros caracteres, como
la presencia de cavidad pulmonar, neumostoma, tentaculos anteriores transforma-
dos en palpos labiales, mandibulas con elementos impares en la parte dorsal y la
glandula del albumen con un conducto independiente, también se han considerado
como sinapomorfias del grupo (Salvini-Plawen, 1970; Tillier, 1984; Nordsieck, 1992;
Dayrat y Tillier, 2002).

Se han propuesto varias hipétesis para definir las relaciones evolutivas entre
los diferentes grupos de pulmonados utilizando car  acteres morfoldgicos (Tillier,
1984; Haszprunar y Huber, 1990; Nordsieck, 1992; Dayrat y Tillier, 2002).

Tillier (1984) considera validos Stylommatophora y Basommatophora y agru-
pa el resto de pulmonados en un grupo llamado Archaeopulmonata simplemente por
su similitud en caracteres primitivos del sistema nervioso y del sistema reproductor.
Haszprunar y Huber (1990) definen varias sinapomorfias morfoldgicas para cada uno

de los grupos que ellos consider an (Basommatophora, Systellommatophora vy
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A B
Ellobiidae Systellommatophora
Stylommatophora Stylommatophora
Systellommatophora Ellobiidae
Basommatophora Basommatophora

Fig. I1.19. Diferentes hipotesis acerca de la historia evolutiva de Pulmonata basadas en datos morfoldgi-
cos. A, Nordsieck (1992). B, Dayrat y Tillier (2002).

Eupulmonata) vy defienden la estrecha relacion entre S ystellommatophora vy
Eupulmonata, patente en car acteres como el tamafo de las células nerviosas del
procerebro y en el hecho de que la totalidad de los taxones respiran aire a través de
un neumostoma contractil. Nordsieck (1992) modifica el esquema de Haszprunar y
Huber al incluir Systellommatophora dentro de Eupulmonata, basandose en las simi-
litudes descritas por estos autores ademas de la reduccion del [6bulo posterior del
manto, la ausencia de osfr adio y la reduccién de las filas ciliares en la ca vidad del
manto (Figura I.19.A). Por ultimo, Dayrat y Tillier (2002) propusieron una alternati-
va radicalmente diferente, en la que Systellommatophora y Stylommatophora esta-
rian estrechamente relacionados y compartirian v arias sinapomorfias. Como grupo
hermano de ambos se situarian Ellobiidae y, finalmente, Basommatophora estaria en
una posicién basal al resto (Figura 1.19.B).

Los pocos trabajos filogenéticos de pulmonados basados en datos molecula -
res proponen también hipdtesis contradictorias. La monofilia de los pulmonados es
apoyada por los resultados de un estudio filogenético basado en la secuencia de un
fragmento del gen nuclear 28S ARNr y de la regién espaciador a ITS2 (1.460 pb)
(Wade y Mordan, 2000) (Figura I.20.A). Segun este estudio, Stylommatophora tam-
bién constituiria un grupo natural, pero no asi Systellommatophora ni Eupulmonata,
cuyos representantes formarian una politomia. El basomatéforo Siphonaria se sitla
en una posicién basal (Figura I.20.A). El mismo afio, se publicé otro trabajo basado
en el analisis de la secuencia de un fragmento del gen nuclear 18S ARNr (1.850 pb)
(Yoon y Kim, 2000) (Figura I.20.B). En este estudio, no se obtiene ni la monofilia de
Pulmonata, ni la de Eupulmonata, ni la de Basommatophora. Los basomatéforos dul-
ceacuicolas estarian en una posicién basal con respecto al resto de eutineuros y
separados de los basomatéforos marinos (Figur a 1.20.B). Finalmente, otro estudio

basado en la secuencia parcial del gen mitocondrial coxl (650 pb) (R emigio vy
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A B
Caenogastropoda Caenogastropoda
Opisthobranchia
Basommatophora ——— Basommatophora
(Siphonaria) Stylommatophora Pulmonata
100 [ (Eupulmonata)
80 100
92 Stylommatophora - —— Cephalaspidea :| Opisthobranchia
g Basommatophora
= 70 (Siphonaria) Pulmonata
¢ Systellommatophora § ——
— Eupulmonata —— Systellommatophora
—— Systellommatophora | Aplysiomorpha] Opisthobranchia
Eupulmonata
Eupulmonata —— Ellobiidae :|
= (Eupulmonata) Pulmonata

Fig. 1.20. Diferentes hipotesis acerca de la historia ev olutiva de Pulmonata basadas en datos molecula -
res. A, Wade y Mordan (2000) (ITS2 y 28S ARNr). B, Yoon y Kim (2000) (18S ARNr).

Hebert, 2003), tampoco obtiene la monofilia de Pulmonata. El basomatéforo marino
Siphonaria se incluye dentro de los opistobr anquios. El resto de los basomatéforos

constituyen el grupo hermano de Stylommatophora (monofilético) (Figura I.15).
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1.2.- INFERENCIA FILOGENETICA BASADA EN DATOS MOLECULARES

Como hemos visto, los eutineuros constituy en un grupo de gasterdpodos
muy interesante y controvertido desde el punto de vista filogenético. La existen-
cia de formas mosaico (compuestas por una mez cla de caracteres primitivos y
derivados) y de fendmenos de homoplasia, han condicionado claramente el esta-
blecimiento de una filogenia robusta para el grupo basada en estudios morfoldgi-
cos (Gosliner y Ghiselin, 1984; Gosliner, 1991). Para intentar solucionar estos
problemas filogenéticos, en esta tesis se ha llev ado a cabo una apro ximacion
molecular. Se han generado datos de secuencia y se han aplicado los métodos de
inferencia filogenética mas modernos con el objetivo de estudiar el origen vy las
relaciones evolutivas de Euthyneura, con especial atencién a Opisthobr anchia. A
continuacion, se van a describir las bases teoricas de la sistematica molecular y
de los métodos de inferencia filogenética empleada en esta tesis. La metodologia
utilizada para la obtencidn de los datos moleculares en el labor atorio se describe
en las secciones de material y métodos de los trmbajos que forman el apartado de

resultados.

I.2.1.- Sistematica molecular: ventajas y desventajas

La sistematica molecular utiliza la informacién filogenética presente en los
datos moleculares para reconstruir arboles que reflejen las relaciones evolutivas
entre especies (siempre y cuando los datos moleculares analizados sean homalo-
gos, ver mas adelante). De entre los posibles datos moleculares, el uso de las
secuencias para la reconstruccién filogenética es creciente, ya que ofrece nume-
rosas ventajas con respecto a la apraximacion tradicional morfoldgica. Entre estas
ventajas destacan la gr an cantidad de car acteres disponibles para el anélisis
(Hillis, 1987), un alto r ango de tasas de sustitucién presentes en los distintos
genes (lo que proporciona diferentes niv eles de variabilidad), un amplio conoci -
miento de las bases moleculares y genéticas que rigen la evoluciéon de las secuen-
cias, la universalidad de este tipo de caracteres y el hecho de que la selecciéon y
definicién de los caracteres pueda llevarse a cabo de manera relativamente obje-
tiva (Hillis y Wiens, 2000). El resultado de estas car acteristicas de los datos de
secuencia es la inferencia de filogenias con gran robustez desde el punto de vista

estadistico.
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Sin embargo, la inferencia filogenética a partir de datos de secuencia no esta
exenta de criticas, como que la representacién de taxones pueda quedar corta en
algunos casos (debido a la imposibilidad de usar muestras fdsiles y antiguas presen-
tes en museos) y que los datos moleculares no sirven a la hora de describir nuevas
especies (Hillis y Wiens, 2000). Ademas, otra critica radica en que los arboles infe-
ridos reflejan las relaciones evolutivas entre las secuencias analizadas, no entre
taxones. Sin embargo, este hecho no es cierto en el caso de que las secuencias que
se comparen sean ortologas (es decir, que sean secuencias homédlogas que han evo-
lucionado independientemente debido a la especiacidn). En este caso los arboles
reflejan las relaciones evolutivas entre especies. La principal limitacién de los datos
de secuencias es que sélo cuentan con 4 estados del caracter par a comparar (A, T,
C, G) a niv el de nucleotidos y 20 a niv el de aminoacidos, lo que puede conllev ar
fendmenos de homoplasia (es decir, que dos posiciones a comparar tengan el mismo
estado del caracter debido al azar , y no porque ha yan compartido un ancestro

comun) por saturacion en el proceso mutacional.

I1.2.2.- Alineamiento de las secuencias

Uno de los puntos criticos a la hom de inferir filogenias a partir de datos mole
culares radica en establecer correctamente las regiones homélogas de las secuen -
cias para su comparacion (homologia de posicién). Es precisamente el alineamiento
el que especifica las relaciones entre cada posicién de las secuencias. Por ello, la
generacion de los alineamientos es un requisito esencial par a poder realizar cual -
quier analisis filogenético. Sin embargo, la definicidon del alineamiento que mejor se
ajuste a los datos en ocasiones puede ser problematica, debido a que las secuencias
pueden acumular multitud de sustituciones, inserciones, deleciones y mnas de repe-
ticion a lo largo del tiempo (Higgins, 2003).

Se han desarrollado multitud de algoritmos y de programas informaticos
para la realizacién de los alineamientos (Lipman et al., 1989; Wheeler y
Gladstein, 1991-1998; Krogh et al., 1994; Gotoh, 1996; Notredame y Higgins,
1996; Stoye et al., 1997; Thompson et al., 1997; Morgenstern, 1999; Loytynoja
y Milinkovitch, 2001). El método mayoritariamente empleado para realizar aline-
amientos multiples genera simultdneamente un arbol y un alineamiento par a las
secuencias. Para ello, se realizan todos los posibles alineamientos entre pares de

secuencias y se calculan las correspondientes distancias (esto es, la proporcién
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de posiciones en las que difieren dos secuencias). Estas distancias se usan par a
obtener el arbol con un algoritmo de agrupamiento a partir de distancias (por

ejemplo, Neighbor-Joining, NJ; (Saitou y Nei, 1987), ver mas adelante).
Posteriormente, el alineamiento multiple se construye gradualmente siguiendo el
orden de ramificacion del arbol. El programa informatico mas usado para este tipo
de alineamiento es Clustal X (Thompson et al., 1997). Sin embargo, el problema
principal que presenta esta metodologia es el hecho de que el alineamiento puede
variar dependiendo del arbol que se usa de partida par a construirlo y, por ello,
deben realizarse diversos analisis partiendo de diferentes parametros. Los aline -

amientos finales deben ademas ser supervisados manualmente.

I.2.3.- Métodos para la construccién de arboles

Existen numerosos métodos que permiten establecer relaciones filogenéticas

a partir de datos de secuencias. De manera general, los métodos filogenéticos pue-
den agruparse segin como se manejan los datos (métodos de distancias o discretos)
y seguin cdmo se construy en los arboles (métodos de agrupamiento y de blsqueda)
(Figura I.21). Los métodos de distancias convierten el alineamiento de las secuencias
en una matriz de distancias que se usa par a construir el arbol. En cambio, los méto-
dos discretos consideran cada una de

las posiciones del alineamiento directa-

TIPO DE DATOS .
i mente. Por otra parte, los méetodos de
Lﬂ DISTANCIAS DISCRETOS agrupamiento usan un algoritmo par a
o 8 llegar al arbol, mientras que los méto-
< S UPGMA dos de busqu eda usan un criterio de
LS é NJ optimizacion que les permite elegir
Z. % entre todo el conjunto de arboles posi-
9 < bles. Una de las v entajas de los méto-
8 g MP dos que usan criterios de optimizacion
o
> ) ME ML es que permiten evaluar hipdtesis evo-
Sl BI
C£ 3 lutivas alternativas, de manera que
@
@) pueden estimar el grado de ajuste
@)

entre los arboles obtenidos y los d atos
Fig. I.21. Métodos de inferencia filogenética mas
frecuentes clasificados por el método usado para
construir los arboles y por el tipo de datos en los
que se basan.

empiricos (ver mas adelante).
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[.2.3.1.- Métodos de distancias

Los métodos de distancias se basan en el calculo de las diferencias entre
secuencias, lo que permite reconstruir su historia ev olutiva. Para cada dos secuen -
cias, el nimero de posiciones diferentes es una subestimacion de la distancia gené -
tica verdadera, puesto que algunas posiciones han podido sufrir multitud de sustitu-
ciones. Por lo tanto, los métodos de distancias, tratan de estimar el verdadero nime-
ro de sustituciones que han ocurrido a lo largo de la historia ewlutiva de las secuen-
cias aplicando modelos que asumen determinados parametros sobre la natualeza de
los cambios mutacionales (Van der Peer, 2003).

Estos modelos de sustitucién (por ejemplo , Jukes y Cantor, 1969; Kimura,
1980; Felsenstein, 1981; Hasegawa et al., 1985; Rodriguez et al., 1990) (ver mas
adelante) son de vital importancia, puesto que la estimacién de la distancia genéti-
ca depende del modelo elegido . Actualmente, hay descritos métodos estadisticos
basados en test de fr accidon de verosimilitud (Goldman, 2000) y en el criterio de
informacién AIC (Akaike, 1974) para seleccionar el modelo evolutivo que mejor se
ajusta a los datos a analizar (Posada y Crandall, 1998).

Hay diferentes métodos para la reconstruccion de arboles filogenéticos basa-
dos en distancias genéticas:

- Métodos de agrupamiento (“cluster analysis”) (Sneath y Sokal, 1973): estos
métodos reconstruyen los arboles agrupando las secuencias o grupos de secuencias
que son mas similares entre si. Los métodos mas usados son “un weighted-pair group
method with arithmetic means” (UPGMA) y “w eighted-pair group method with arith-
metic means” (WPGMA), que usan algoritmos de agrupamiento secuenciales y dan
lugar a arboles ultramétricos. Aunque en un primer momento fueron usados para infe-
rir relaciones filogenéticas, actualmente no se usan debido a que son muy sensibles
ante tasas evolutivas desiguales entre diferentes lineas (Huelsenbeck y Hillis, 1993).

- “Neighbor-joining” (NJ) es un algoritmo de agrupamiento heuristico par a
estimar el arbol en el que no se asume que los datos sean ultramétricos (Saitou y
Nei, 1987). En este método, se construye una matriz de distancias modificada en la
cual la separacion entre cada par de nodos se ajusta en base a la divergencia media
del resto de nodos. Entonces el arbol se construy e uniendo los pares de nodos mas
proximos definidos por la matriz.

- Evolucion minima (ME): este método usa busquedas heuristicas para

reconstruir arboles a partir de distancias. El criterio de optimizacién elige el arbol que
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tiene la longitud total (es decir, la suma de todas las longitudes de las ramas) mini-
ma (Rzhetsky y Nei, 1992). NJ es un caso particular de ME.

[.2.3.2.- Métodos discretos

Como se ha comentado anteriormente, los métodos discretos trabajan direc-
tamente con las secuencias. Los métodos principales incluidos en esta categoria son
maxima parsimonia (MP), maxima verosimilitud (ML) e inferencia Bayesiana (IB).

[.2.3.2.1.- Maxima parsimonia

La parsimonia trata de buscar el arbol (o conjunto de arboles) que minimiza
la cantidad de cambio evolutivo (es decir, la transformacién de un estado del carac-
ter a otro) requerido par a explicar los datos (K luge y Farris, 1969; Farris, 1970;
Fitch, 1971). La idea filoséfica detras de la parsimonia es que ante dos posibles
explicaciones igualmente validas de un fendmeno, siempre se prefiere la mas sim-
ple. Esta es la metodologia para inferir arboles filogenéticos que se ha usado mayo-
ritariamente desde los afios 70 hasta la actualidad. Si bien es cierto que estas ideas
han sido discutidas durante muchos afios, esta metodologia seguird empledndose
por su rapidez y porque ha resultado efectiva en muchas situaciones (Hillis, 1996).
La principal objecion a la parsimonia radica en que no es consistente cuando las
secuencias muestran saturacion o tasas evolutivas muy diferentes entre taxones. En
estos casos, a medida que se afiaden mas datos al andlisis se refuerza un arbol equi
vocado. El escenario clasico en el que esto ocurre es la denominada atraccién de las
ramas largas, el agrupamiento artificial de las mmas con mayor nimero de mutacio-
nes entre si o con el grupo externo (F elsenstein, 1978).

Para encontrar el arbol éptimo, segun los criterios de la parsimonia, ha y que
calcular la cantidad de cambios de estado del caracter (o longitud del arbol) requeri -
do para un arbol dado y buscar todas las posibles topologias de los arboles que mini-
mizan esta longitud. La tarea mas complicada es la blusqueda de la topologia éptima,
para lo que se han descrito multitud de métodos. P ara un nimero pequefio de taxo-
nes, se han descrito métodos exactos que evallan todas las posibles topologias hasta
encontrar el arbol éptimo (“exhaustive search” y “branch-and-bound method” (Hendy
y Penny, 1982)). Para los casos en los que hay una gran cantidad de taxones, se han

descrito métodos aproximativos de busqueda heuristica que tratan de localizar la
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topologia éptima pero que no aseguran haberla encontrado. Para evitar la obtencién
de maximos locales y no generales se han desarrollado diversos métodos de adicion
de taxones al analisis y de intercambio de ramas para reorganizar las topologias. Los
conocimientos que se tienen de los cambios mutacionales pueden ser incorporados a
los estudios de MP mediante el pesaje de las transformaciones en las diferentes posi-
ciones del alineamiento.

El analisis de maxima parsimonia es la metodologia que representa el desarro-
llo de los principios del cladismo. El cladismo se ha convertido en el paradigma de la
inferencia filogenética desde que fue introducido por Hennig (1950). La rewlucion taxo-
ndémica que supuso el cladismo radica en la postulacidn del principio de que las clasifi-
caciones debian reflejar las relaciones entre los taxones objeto de dicha clasificacion. La
metodologia para llevarlo a cabo se basa en el tr atamiento que se le da a los car acte-

res, de manera que bajo la optica cladista, se definen dos tipos de caracteres: homadlo-
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Fig. 1.22. Arbol filogenético hipotético donde se explican algunos términos relev antes del cladismo.
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gos y homoplasicos. Dos caracteres son homadlogos si estan relacionados evolutivamen-
te de tal forma que su similitud se debe a que ambos provienen de un caracter en el
ancestro comun. En cambio, dos caracteres homoplasicos son aquellos que no estan
relacionados evolutivamente, es decir, que provienen de transformaciones independien-
tes de sendos caracteres anteriores. Dentro de los caracteres homodlogos se pueden dis-
tinguir los apomorficos o derivados y los plesiomdrficos o ancestrales.

La importancia de esta metodologia r adica en que sélo las sinapomorfias
(caracteres homologos derivados compartidos) permiten reconstruir relaciones filo-
genéticas entre taxones. Asi, un conjunto de taxones que compartan una sinapomor-
fia constituye un grupo monofilético, es decir, un grupo natural. Los grupos parafilé-
ticos y polifiléticos son agrupaciones artificiales que se han realizado en base a sim-
plesiomorfias (caracteres homodlogos ancestrales compartidos) y en base a car acte-
res homoplasicos, respectivamente (Figura 1.22).

[.2.3.2.2.- Maxima verosimilitud

El analisis de maxima verosimilitud considera la inferencia filogenética como un
problema estadistico. La metodologia de maxima verosimilitud calcula la probabilidad
de obtener los datos observ ados dado un arbol filogenético y un modelo ev olutivo. El
arbol que maximiza dicha probabilidad es el mas \erosimil. La verosimilitud no es la pro-
babilidad de que el arbol obtenido sea el v erdadero, sino la probabilidad de que dicho
arbol haya podido dar lugar a los datos empiricos. Basicamente, el método de maxima
verosimilitud requiere de tres elementos fundamentales: un modelo evolutivo, un arbol
(tanto su topologia como la longitud de sus r amas) y unos datos de secuencia. Esta
metodologia trata de resolver dos puntos principales:

- dada una topologia, cual es la longitud de las ramas que maximiza la pro-

babilidad de obtener los datos observados

- qué arbol de entre todos los posibles es el mas verosimil.

Para calcular la verosimilitud de un arbol hay que calcular la probabilidad en
cada posicion del alineamiento del estado observ ado dadas todas las posibles com -
binaciones de estados ancestrales. La probabilidad total a lo largo de la secuencia,
es el resultado del producto de todas las probabilidades de cada posicion. Puesto que
las probabilidades en cada posicidn son muy pequefias, es mas conveniente expre-
sarlas en forma de “log-likelihood” y la probabilidad total es el sumatorio de “log-
likelihoods”.
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Como se ha indicado con anterioridad, la eleccién del modelo evolutivo es un
punto clave para el desarrollo de esta metodologia. Los modelos ev olutivos son un
conjunto de asunciones acerca de los procesos de sustitucion de ADN. Describen las
diferentes probabilidades de que un nucleétido se cambie por otra Los modelos evo-
lutivos complejos incluyen parametros (que se estiman a partir de los datos empiri -
cos) para la proporcién de transiciones y transversiones (TS/TV) y la composicién de
las bases. Los modelos mas utilizados son los siguientes:

- Jukes-Cantor (JC) (Jukes y Cantor, 1969): fue uno de los primeros modelos
propuestos y el mas simple. Asume que las cuatro bases nucleotidicas tienen idén-
ticas frecuencias y que todas las sustituciones son igualmente probables.

- Kimura 1980 (K80) (Kimura, 1980): al igual que el modelo anterior, éste
asume que las cuatro bases nucleotidicas tienen idénticas frecuencias pero, en este
caso, todas las sustituciones no son igualmente probables, sino que las transiciones
son generalmente mas frecuentes que las transversiones.

- Felsenstein 1981 (F81) (Felsenstein, 1981): este modelo asume que la
composicion de las bases no es proporcional. Las sustituciones son todas igual -
mente probables.

- Hasegawa, Kishino y Yano 1985 (HKY85) (Hasegawa et al., 1985): este mode-
lo es una combinacion de K80 y F81 ya que asume diferentes tasas para las transicio-
nes y las transversiones, y ademas diferente composicién de bases nucleotidicas.

- General reversible model (REV) (Rodriguez et al., 1990): es el modelo mas
general que asume diferente composiciéon de bases nucleotidicas, pero ademas, que
los seis pares de sustituciones posibles entre los cuatro nucleétidos tienen diferen-
tes probabilidades.

Cada modelo esta definido por una matriz Q de cambio instantédneo. La pro-
babilidad de cambio a lo largo de la rama de un arbol incorpora el tiempo en el cal-
culo de la verosimilitud.

En general, los modelos mas complejos se ajustan mejor a los datos que los
sencillos (Posada, 2003). Sin embargo, el uso de los modelos mas complejos conlle-
va estimar mas parametros y por lo tanto, aumenta la varianza en cada estima.
Como se ha dicho anteriormente, el modelo que mejor se ajusta a los datos puede
ser estimado actualmente de manera estadistica mediante contrastes de hipotesis
por medio del programa informatico MODELTEST (Posada y Crandall, 1998).

Los modelos de maxima v erosimilitud asumen que cada una de las posicio -

nes del alineamiento de secuencias es independiente y evoluciona con la misma tasa.
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Este Gltimo punto no siempre es cierto y a que no todas las posciones dentro de un
gen estan sujetas a la misma presidn selectiva. Para incorporar el efecto de la hete-
rogeneidad de tasas entre sitios, se puede calcular la proporcion de sitios invariables
(I) en el alineamiento a analizar o bien calcular la distribucién de tasas en el aline -
amiento (distribucion G). Esta distribucion se caracteriza por un parametro a que se
incorpora al calculo de la maxima v erosimilitud (Yang, 1996).

Otro punto de interés hace referencia a que ML considera que los cambios
son mas probables a lo largo de las mmas largas que de las cortas. De este modq
este método es consistente cuando las tasas de sustitucién entre las lineas no son

constantes.

[.2.3.2.3.- Inferencia bayesiana

Se trata de un método de inferencia filogenética que se ha descrito reciente -
mente (Rannala y Yang, 1996) y cuyo uso estd aumentado paulatinamente entre los
sistematicos moleculares, gracias, entre otros motivos, a que presenta las mismas
ventajas que ML pero es mucho mas rapido. Ademas, desde el punto de vista esta -
distico, supone una forma mas directa de calcular el arbol filogenético mas proba -
ble. También cabe destacar que los analisis bayesianos, dada su rapidez, permiten
realizar particiones de los datos, con lo que los pardmetros de los modelos ev oluti-
vos pueden ser estimados independientemente para cada particion.

La inferencia bayesiana se basa en el concepto de probabilidad posterior,
es decir, en probabilidades que son estimadas después de adquirir conocimiento
previo de los datos. La mejor estima filogenética es aquella que maximiza la pro-
babilidad posterior de que un arbol sea el correcto . Para calcular la probabilidad
posterior de un arbol se utiliza el Teorema de Bayes, que combina la probabilidad
previa de una filogenia con su verosimilitud, y con la probabilidad de los datos.

El calculo de la probabilidad posterior implica ev aluar todos los posibles
arboles y para cada arbol, investigar todas las posibles combinaciones de longi -
tud de rama y parametros del modelo. No se puede realizar esa estima analitica-
mente, pero si obtener una aproximaciéon de la probabilidad posterior mediante el
método de “Markov Chain Monte Carlo” (MCMC) (Yang y Rannala, 1997; Larget y
Simon, 1999) implementado en MrBayes 3.0 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001). Se
trata de realizar una simulacién estocastica para obtener muestras de la distribu-

cién posterior. El proceso parte de un arbol (que puede ser establecido al azar o
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especificado) con unas determinadas longitudes de r amas y ademas, con unos
parametros definidos de los modelos de sustitucién y de las tasas de variacion
entre posiciones. Este es el estado inicial de la cadena. Posteriormente se propo-
ne una nueva localizacién en el espacio de parametros como el siguiente eslabén
de la cadena generada por la modificacién al azar de alguno de los parametros
del estado anterior de la cadena. Entonces se calcula la probabilidad posterior de
este nueva localizacidon y se compara con la probabilidad posterior original. Si esta
nueva localizacién tiene una mayor probabilidad se acepta directamente, consti -
tuye el siguiente eslabodn de la cadena y se repite el ciclo . Si por el contrario el
cambio implica un peor valor de probabilidad, el aceptarlo o rechazarlo depende
de si la fraccién entre las probabilidades de la combinacion inicial y la actual es
superior o inferior a un valor al azar, es decir, se determina si el cambio a la baja
en probabilidad es minimo o significativo. Si el cambio es minimo se acepta y si
es significativo se rechaza. En el caso de que se rechace, la localizacidon actual se
afiade como siguiente paso en la cadena (de manera que los dos ultimos eslavo-
nes de la cadena son idénticos) y se repite el ciclo . Este proceso se repite millo -
nes de veces y se crea una cadena larga de localizaciones de los parametros en
el espacio. Este tipo de estrategia provoca que la cadena tienda a permanecer en
las regiones con altos valores de probabilidad posterior (convergencia en la fase
estacionaria). La proporcion de veces que la cadena esta en una regién del espa-
cio de unos parametros se puede usar como una estima de la probabilidad pos -
terior de esa regidn. Asi, cuanto mayor sean las cadenas, mayor sera la precision
de la estima. El analisis proporciona una estima de la probabilidad de que un arbol
determinado sea el arbol evolutivo verdadero dado los datos observados.

Para evitar que la busqueda quede atrapada en un conjunto de arboles subdp-
timos y encuentre el mejor de entre los subdptimos, se corren en par alelo varias
cadenas de manera independiente comenzando desde el mismo arbol inicial (méto -
do de “Metrépolis-couple Markov Chain Monte Carlo”, MCMCMC). Cada cierto nime-
ro de generaciones se salva un arbol de una de las cadenas (cadena fria). El resto
de las cadenas (cadenas calientes) elevan la probabilidad posterior de un arbol a una
potencia entre 0 y 1, lo que supone fa vorecer el salto entre picos de probabilidad.
De esta manera, durante el proceso de busqueda, se producen cruces entre las cade
nas para visitar los arboles en el espacio de probabilidad posterior segin lo explica -

do anteriormente.
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1.2.4.- Métodos de validacion de arboles

Una vez que se ha obtenido un arbol filogenético (independientemente del
método de inferencia escogido) surge el interrogante de cual es el grado de confian-
za o fiabilidad que merece la interpretacion del arbol resultante. En geneal, una esti-
ma pobre de la filogenia de un grupo suele deberse no al método usado par a su
reconstruccion, sino a los datos en si mismos. Si los datos contienen homoplasia
estructurada, entonces diferentes sitios nucleotidicos pueden sustentar arboles dife-
rentes. Por lo tanto, las estimas filogenéticas siempre llev an asociadas un error de
muestreo (Page y Holmes, 1998).

Se han propuesto diferentes metodologias para medir ese error de muestreo,
de entre las que destaca el “bootstr apping”. Se trata de un test estadistico no par a-
meétrico que ha sido propuesto como una metodologia pama estimar los limites de con-
fianza de las ramas internas de un arbol filogenético (Felsenstein, 1985). Este méto-
do estadistico es una técnica de remuestreo que asume que la muestia interna repre-
senta fielmente las caracteristicas del universo al que representa y, por lo tanto, en
vez de muestrear dicho univ erso, pueden generarse nuevas muestras a partir de la
original por remuestreo de la misma. Ca da remuestreo es una pseudorréplica, y de
cada una podemos estimar los parametros que queremos medir . La variacion entre
las estimas obtenidas de cada réplica es una medida del error de muestreo aso ciado
con el parametro (Page y Holmes, 1998). En el caso del “bootstrap”, cada pseudorré-
plica se obtiene mediante remuestreo con reemplazamiento de los datos o riginales,
poseyendo éstas el mismo tamafio que la original. Entonces, el niv el de confianza de
una hipédtesis puede estimarse como el porcentaje de v eces que la hipotesis es apo -
yada por las pseudorréplicas construidas por el “bootstr ap”. Los datos originales son
las matrices de caracteres y las pseudorréplicas son las matrices con el mismo nime-
ro de taxones y caracteres, pero en las que los car acteres han sido remuestreados
con reemplazamiento, de manera que algunos estaran repetidos una o mas veces y
otros estaran ausentes. Posteriormente, se obtiene un arbol para cada una de las pseu-
dorréplicas vy, finalmente, el apo yo de una r ama determinada sera el porcentaje de
veces que el clado que define aparece en el conjunto de arboles de las pseudorréplicas
(lo que se conoce con el nombre de proporcidon de bootstrap (BP)) (Arnedo, 1999).

Otro punto a destacar es la existencia de tests basados en la metodologia de
maxima verosimilitud, para evaluar y comparar diferentes hipétesis filogenéticas. Es

decir, dados dos arboles con diferentes topologias pero obtenidos en base a los mis-
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mos datos, podemos preguntarnos si uno de los arboles tiene una probabilidad sig-
nificativamente mayor de obtener los datos observ ados que el otro. El test que ha
tenido mayor repercusion es el propuesto por K ishino y Hasegawa (1989) y posterior-
mente corregido por Shimodaira y Hasegawa (1999) que se basa en calcular la dife -
rencia entre los “log-likelihoods” del mejor arbol y de cada una de las hipdtesis alterna-
tivas, y estimar la varianza de las diferencias mediante un método de remustreo.

Se han descrito test andlogos basados en el test de sefal-rango de Wilcoxon
que pueden aplicarse a la metodologia de parsimonia (T empleton, 1983). En este
caso, el test estadistico se basa en la suma de las diferencias en el nUmero de pasos
requerido para cada posicion en los dos arboles que se comparan. La hipdtesis nula
es que esa suma no sea significativamente diferente de cero.

El resultado del analisis bayesiano es la probabilidad posterior de cada arbol
muestreado. Un arbol consenso de todos los arboles seleccionados muestra en cada
uno de sus nodos el valor de probabilidad posterior, que indica su soporte estadisti-
co. La probabilidad posterior de los nodos en el anadlisis bayesiano es por lo general
mayor que la del “bootstrap” del analisis de ML y NJ. Los “bootstraps” dan una esti-

ma mas conservadora de la confianza estadistica de los nodos (Suzuki et al., 2002).
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OBJETIVOS

El conocimiento de la biodiversidad y de los procesos ev olutivos que la gene-
ran son de vital importancia para afrontar de la forma mas adecuada la gestién y la
conservacion de la misma. Mientras que para los gasterdépodos primitivos (antiguos
prosobranquios) se han realizado en los Ultimos afios \arios estudios sistematicos que
han revolucionado las hipétesis evolutivas para el grupo, para los heterobranquios (y
en concreto para los eutineuros) las propuestas actuales carecen de resolucion y con-
sistencia. En esta tesis se plantea el establecimiento de la filogenia de Euthyneura que
permitird establecer una base taxondmica soélida y una clasificacion robusta y estable,
lo cual representa una herramienta basica para cualquier otro tipo de investigacién,
ya sea basica o aplicada, que tenga a este grupo animal como objeto.

El objetivo principal de esta tesis es establecer un marco filogenético robus -
to desde el punto de vista estadistico par a Euthyneura a partir de datos molecula -
res. Los objetivos concretos de esta tesis son:

1.- Caracterizar y determinar la estructura del genoma mitocondrial de un

nudibranquio (Roboastra europea).

2.- Comparar la organizacién de todos los genomas mitocondriales de gaste -

ropodos secuenciados hasta el momento.

3.- Establecer las relaciones filogenéticas dentro de Euth yneura con especial

atenciéon a los principales grupos incluidos en Opisthobranchia en base a la

informacién aportada por genes mitocondriales.

4.- Comprobar la monofilia de Opisthobranchia.

5.- Establecer una clasificacién precisa par a Opisthobranchia basada en los

datos evolutivos recuperados.

6.- Determinar los patrones y tendencias ev olutivas dentro de Opisthobranchia

a partir del marco filogenético establecido.
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RESULTADOS

Los resultados de esta tesis se presentan en forma de tres publicaciones. Las
tres estudian las relaciones evolutivas entre varios miembros de Euthyneura, aun-
que con diferentes datos de partida y tipos de analisis.

En la primera de las publicaciones (Gr ande et al. 2002), se describe la
secuencia completa del genoma mitocondrial de un opistobranquio avanzado (nudi-
branquio) (objetivo 1) y se realizan diversos analisis filogenéticos con las secuencias
de los genes presentes en los genomas mitocondriales completos de los gasterdpo -
dos descritos hasta el momento . Ademas, la secuenciacién y analisis del genoma
mitocondrial del nudibranquio, permitié seleccionar los genes con una tasa de evo-
lucién mas adecuada para abordar la filogenia de Euthyneura.

Los resultados de este trabajo han determinado la secuencia nucleotidica
completa (14.472 pb) del genoma mitocondrial del nudibranquio R. europaea. Se ha
comprobado que este genoma tiene una organizacidn muy compacta, casi idéntica a
la que se encuentra en otros opistobranquios y en pulmonados (Euthyneura), aun-
que es muy diferente de la de otros gasterépodos primitiv os (los anteriormente lla-
mados prosobranquios) (objetivo 2). Ademas, el analisis filogenético del genoma
mitocondrial del nudibranquio R. europaea (opistobranquio derivado) junto con el del
arquitectibranquio Pupa strigosa (opistobranquio primitivo) previamente secuencia-
do (Kurabayashi y Ueshima, 2000a), permite establecer las relaciones ev  olutivas
entre dos linajes de opistobranquios bien caracterizados. El genoma mitocondrial de
Roboastra tan solo se diferencia del genoma de Pupa, en la posicion del gen trnC.
Las secuencias de Pupa y Roboastra han resultado ser mas similares entre si que si
se las compara con las de los pulmonados (objetiv o 2). Los resultados de todos los
analisis realizados (MP, ME, ML y BI) basados en las secuencias de aminoacidos de
todos los genes codificantes de proteinas presentes en el genoma mitocondrial apo -
yan la monofilia de los opistobr anquios. También se han realizado div ersos analisis
con los métodos mas comunes de inferencia filogenética de un fr agmento de 2.500
pb que incluye los genes mitocondriales cox1, rrnL, nad6 y nad5 para representan-
tes de cinco ordenes de opistobranquios. Los resultados de estos analisis confirman
la monofilia de los opistobranquios.

En la segunda de las publicaciones (Grande et al. 2004), se ha llevado a cabo
la secuenciacién de varios fragmentos del genoma mitocondrial de diferentes repre-
sentantes de Euthyneura (con especial atencion a los principales linajes ev olutivos
dentro de Opisthobranchia) con la intenciéon de ampliar el tamafio muestr al y obte-

ner un marco filogenético apropiado del grupo (objetivo 3). Los analisis filogenéticos
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se han basado en dos fuentes de informacién: las secuencias primarias de los genes
mitocondriales cox1, trnV, rrnL, trnL(cun), trnA, trnP, nad6 y nad5 y la existencia de
dos cambios gendmicos poco frecuentes (la posicién relativa del gen trnP y un even-
to de insercidén-delecién en una zona conservada de la proteina mitocondrial Cox 1).
En este trabajo se ha evaluado por primera vez el potencial filogenético de estos
cambios gendmicos y los resultados obtenidos los proponen como unos marcadores
filogenéticos Utiles para los miembros de Heterobranchia.

Como resultado de estos andlisis, se ha propuesto una novedosa y robusta
(desde el punto de vista estadistico) hipotesis filogenética par a Euthyneura. Los
datos obtenidos rechazan claramente la monofilia de los pulmonados, un grupo de
gasterdpodos firmemente establecido en base a datos morfoldgicos, como ya se ha
comentado en la introduccion de esta tesis. El pulmonado basomatéforo marino
Siphonaria se sitla dentro de los opistobr anquios y comparte con ellos la inserciéon
de un aminoacido Glicina en la proteina Cox 1 (objetivo 4). El pulmonado sisteloma-
toforo Onchidella se sitla en la base del clado Opisthobranchia+Siphonaria. Los opis-
tobranquios, comparten con Siphonaria y Onchidella la posicién relativa del gen trnP
entre los genes trnA y nad6. Otros resultados destacables son la inclusion del hete-
rostrofo Pyramidella dentro de Euthyneura y el apoyo a la monofilia de los pulmona-
dos estilomatdforos que constituyen una rama que se separa en una etapa tempra-
na en la filogenia de Euthyneura.

En la tercera de las publicaciones (Grande et al. 2004) se han reconstruido
las relaciones filogenéticas entre 37 especies que representan siete linajes dentro de
Opisthobranchia (Mollusca: Gastropoda) en base a la secuencia parcial de los genes
mitocondriales cox 1 y rrnL. Los resultados apoyan una nueva clasificacion para los
opistobranquios (objetivo 5). Los analisis filogenéticos confirman que todos los lina -
jes de opistobranquios considerados en este estudio, excepto los nudibranquios, for-
man grupos monofiléticos. El sacogloso Ascobulla se sitia como el linaje mas basal
dentro de los opistobranquios. El pulmonado basomatoéforo Siphonaria se sitla den-
tro de Opisthobranchia, entre Ascobulla y el resto de opistobranquios. Estos ultimos
se dividen en dos linajes evolutivos pendientes de una descripcidon formal: por una
parte Cephalaspidea, Tylodinoidea y Anaspidea (que comparten caracteres en los sis-
temas reproductor, digestivo y circulatorio), y por otr a parte Architectibranchia y
Nudipleura (que comparten caracteres del sistema circulatorio). Los resultados obte-
nidos en los analisis filogenéticos han permitido la descripcion de un nuev o taxon

dentro de Nudipleur a: Pleuroanthobranchia (Pleurobranchoidea junto con
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Anthobranchia). Este nuevo taxon se define por la presencia de una glandula san-
guinea, de espiculas calcareas en el tegumento y de un ciego con una apertua direc-
ta al estdbmago. La definicion de esta filogenia molecular proporciona un marco
robusto para estudios comparativos e insta a una revision de las sinapomorfias mor-
foldgicas que caracterizan los principales linajes dentro de Opisthobr anchia (objeti-
Vo 6).
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ITI.1.- The complete mitochondrial genome of the nudibranch Roboastra
europaea (Mollusca: Gastropoda) supports the monophyly of opistho-
branchs. Molecular Biology and Evolution 19: 1672-1685. (2002)
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The Complete Mitochondrial Genome of the Nudibranch
Roboastra europaea (Mollusca: Gastropoda) Supports the Monophyly of

Opisthobranchs

Cristina Grande,* José Templado,* J. Lucas Cervera,T and Rafael Zardoya*

*Departamento de Biodiversidad y Biologia Evolutiva, Museo Nacional de Ciencias Naturales, CSIC, Madrid, Spain; and
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The complete nucleotide sequence (14,472 bp) of the mitochondrial genome of the nudibranch Roboastra europaea
(Gastropoda: Opisthobranchia) was determined. This highly compact mitochondrial genome is nearly identical in
gene organization to that found in opisthobranchs and pulmonates (Euthyneura) but not to that in prosobranchs (a
paraphyletic group including the most basal lineages of gastropods). The newly determined mitochondrial genome
differs only in the relative position of the #nC gene when compared with the mitochondrial genome of Pupa
strigosa, the only opisthobranch mitochondrial genome sequenced so far. Pupa and Roboastra represent the most
basal and derived lineages of opisthobranchs, respectively, and their mitochondrial genomes are more similar in
sequence when compared with those of pulmonates. All phylogenetic analyses (maximum parsimony, minimum
evolution, maximum likelihood, and Bayesian) based on the deduced amino acid sequences of all mitochondrial
protein-coding genes supported the monophyly of opisthobranchs. These results are in agreement with the classical
view that recognizes Opisthobranchia as a natural group and contradict recent phylogenetic studies of the group
based on shorter sequence data sets. The monophyly of opisthobranchs was further confirmed when a fragment of
2,500 nucleotides including the mitochondrial cox!I, rrul, nad6, and nad5 genes was analyzed in several species
representing five different orders of opisthobranchs with all common methods of phylogenetic inference. Within
opisthobranchs, the polyphyly of cephalaspideans and the monophyly of nudibranchs were recovered. The evolution
of mitochondrial tRNA rearrangements was analyzed using the coxI+rrnL+nad6+nad5 gene phylogeny. The rel-
ative position of the #7rnP gene between the t7rn4 and nad6 genes was found to be a synapomorphy of opisthobranchs

that supports their monophyly.

Introduction

Sea slugs and their relatives (Gastropoda: Opis-
thobranchia) are one of the most diverse and successful
groups of mollusks. The 5,000 or so opisthobranch spe-
cies currently recognized are classified into nine orders
(Cephalaspidea, Acochlidea, Rhodopemorpha, Sacog-
lossa, Anaspidea, Notaspidea, Thecostomata, Gymno-
stomata, and Nudibranchia) (Rudman and Willan 1998).
They are distributed throughout the world and occur in
almost every marine environment. Regression of the
shell, development of aposematic colorations, and ac-
quisition of toxic defenses are general evolutionary
trends within the group (Poulicek, Voss-Foucart, and
Jeuniaux 1991). Traditionally, opisthobranchs have been
recognized as a natural group and have been included
within the gastropods together with prosobranchs and
pulmonates (Thiele 1929-1935, pp. 1-1134). Proso-
branchs (which used to include caenogastropodans, het-
erostrophans, retigastropodans and other related groups)
are currently considered to be a paraphyletic group
(Haszprunar 1988; Ponder and Lindberg 1997; Winne-
penninckx et al. 1998; Yoon and Kim 2000) and rep-
resent the most basal lineages of gastropods, with pul-
monates as the closest relatives of opisthobranchs
(Spengel 1881; Fretter and Graham 1962, pp. 1-755;
Morton 1979, pp. 1-264; Rudman and Willan 1998).
The latter two groups have several synapomorphies and
are commonly referred to as Euthyneura (Spengel 1881).
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Several recent phylogenetic analyses based on mor-
phological characters support the validity of the Euthy-
neura clade but tentatively reject the monophyly of both
opisthobranchs and pulmonates (e.g., Haszprunar 1985;
Salvini-Plawen and Steiner 1996; Ponder and Lindberg
1997) (fig. 14 and B). Depending on the phylogenetic
analysis, different lineages of pulmonates are placed as
sister groups of different orders of opisthobranchs (fig.
1). Additionally, the monophyly of some opisthobranch
orders (e.g., Cephalaspidea and Notaspidea) has also
been recently questioned (Schmekel 1985; Mikkelsen
1996; Wigele and Willan 2000). Apparently, the high
degree of convergence or parallelism exhibited by many
morphological characters of opisthobranchs (associated
with reduction and loss of the shell and the mantle cav-
ity; Gosliner and Ghiselin 1984; Gosliner 1985; Salvini-
Plawen and Steiner 1996) has seriously complicated
phylogenetic inferences within the group.

Molecular data can help in these cases by providing
an independent set of characters. So far, most molecular
studies on the phylogeny of opisthobranchs have been
based on nuclear /8S and 28S rRNA sequence data (Til-
lier et al. 1994; Winnepenninckx et al. 1998; Wollscheid
and Wigele 1999; Yoon and Kim 2000; Dayrat et al.
2001). These studies recovered poorly resolved phylo-
genetic trees in which the relationships of opisthobranch
orders were unclear and the monophyly of opistho-
branchs was rejected (fig. 1C and D). The lack of res-
olution of nuclear rRNA gene sequence data is likely
because of an extensive rate heterogeneity among sites
that significantly reduces the number of positions that
are phylogenetically informative at any level of diver-
gence (Olsen and Woese 1993). A recent phylogeny of
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F1G. 1.—Phylogenetihypotheses on the evolutionary position of opisthobranchs relative to other gastropods based on morphological ([ A]
Salvini-Plawen and Steiner 1996 and [B] Ponder and Lindberg 1997) and molecular data ([C] Wollscheid and Wigele 1999, [D] Dayrat et al.
2001, and [E] Thollesson 19995b). Note that all of them reject the monophyly of opisthobranchs. For the molecular phylogenies, nodes with

bootstrap values below 50% were forced to collapse.

Euthyneura based on partial sequences of the mitochon-
drial rrnL gene rejected the monophyly of opistho-
branchs as well as those of the orders Cephalaspidea and
Nudibranchia (Thollesson 19990) (fig. 1E). But these
results were based on rather short sequence data. The
phylogenies of some orders of opisthobranchs (Anaspi-
dea and Nudibranchia) based on partial sequences of
nuclear /8S rRNA and mitochondrial rrnS, rrnl, and
coxI genes were also published recently (Thollesson
1999a; Medina and Walsh 2000; Wollscheid et al.
2001).

Several phylogenetic analyses have demonstrated
recently that the use of complete mitochondrial genomes
in phylogenetic studies significantly increases the con-
fidence of the phylogenetic history inferred compared
with phylogenetic hypotheses based on individual or
partial mitochondrial genes (Cummings, Otto, and Wak-
eley 1995; Russo, Takezaki, and Nei 1996; Zardoya and
Meyer 1996). So far, the complete mitochondrial DNA
sequences of seven mollusks are available: a cephalo-
pod, Loligo bleeckeri (Sasuga et al. 1999); a bivalve,
Crassostrea gigas (S. H. Kim, E. Y. Je, and D. W. Park,
personal communication; GenBank accession no.
NC-001276); a polyplacophoran, Katharina tunicata
(Boore and Brown 1994); and four gastropods—three
pulmonates (Albinaria coerulea [Hatzoglou, Rodakis,
and Lecanidou 1995], Cepaea nemoralis [Terrett, Miles,

and Thomas 1996], and Euhadra herklotsi [ Yamazaki et
al. 1997]) and a primitive opisthobranch (Pupa strigosa
[Kurabayashi and Ueshima 2000a]). The incomplete mi-
tochondrial genomes of a bivalve (Mytilus edulis [Hoff-
mann, Boore, and Brown 1992]) and two gastropods (a
caenogastropodan, Littorina saxatilis [Wilding, Mill,
and Grahame 1999], and a heterostrophan, Omalogyra
atomus [Kurabayashi and Ueshima 20005]) have also
been described.

The mitochondrial DNA of mollusks shows ex-
treme variations in gene organization (Boore and Brown
1994; Yamazaki et al. 1997; Boore 1999; Kurabayashi
and Ueshima 2000a, Rawlings, Collins, and Bieler
2001). The mitochondrial gene arrangements of pul-
monates (Euhadra, Cepaea, and Albinaria), the heter-
ostrophan (insofar as has been determined; Omalogyra),
and the opisthobranch (Pupa) are nearly identical (Kur-
abayashi and Ueshima 2000a, 20000). The gene orga-
nization of the mitochondrial genomes of Littorina, Ka-
tharina, and Loligo shows greater resemblance to the
consensus gene arrangement of arthropods (Boore 1999;
Sasuga et al. 1999; Wilding, Mill, and Grahame 1999).
The lack of atp8 gene in Crassostrea and Mytilus (Hoff-
mann, Boore, and Brown 1992; S. H. Kim, E. Y. Je, and
D. W. Park, unpublished data; GenBank accession no.
NC_001276), the presence of additional tRNA genes in
Katharina and Mytilus (Hoffmann, Boore, and Brown



1674 Grande et al.

1992; Boore and Brown 1994), and an unusual mode of
inheritance of Mytilus mitochondrial DNA (Zouros et al.
1994; Saavedra, Reyero, and Zouros 1997; Zouros
2000) are other intriguing features of the mitochondrial
genomes of mollusks.

To test the monophyly of opisthobranchs and to
clarify their relative phylogenetic position within gastro-
pods, as well as to further investigate variations in the
mitochondrial genome organization of mollusks, we
have sequenced the complete mitochondrial genome of
a nudibranch, Roboastra europaea Garcia-Goémez 1985.
We have compared this new mitochondrial genome with
the only opisthobranch mitochondrial genome described
so far, that of P. strigosa, and with mitochondrial ge-
nomes of other gastropods. To further understand opis-
thobranch systematics, we have also sequenced a mito-
chondrial DNA fragment of about 2,500 bp (including
part of coxl, the complete rrnl and nad6 genes, and a
portion of the nad5 gene) in several species that repre-
sent different orders of opisthobranchs.

Materials and Methods
DNA Extraction, Polymerase Chain Reaction
Amplification, Cloning, and Sequencing

A single fresh specimen from Cabo de Trafalgar
(Cédiz, Spain) was used to determine the sequence of
the complete mitochondrial genome of R. europaea. To-
tal cellular DNA was purified following a standard phe-
nol-chloroform extraction. Universal primers were used
to amplify fragments of the mitochondrial rrnS (H1478
and L1091; Kocher et al. 1989) and rrnL (16Sar-L and
16Sbr-H; Palumbi et al. 1991, pp. 1-45) genes by poly-
merase chain reaction (PCR). Standard PCR reactions
containing 67 mM Tris-HCI, pH 8.3, 1.5 mM MgCl,,
0.4 mM of each dNTP, 2.5 pM of each primer, template
DNA (10-100 ng), and Tag DNA polymerase (1 unit,
Biotools) in a final volume of 25 pul were subjected to
30 cycles of denaturing at 94°C for 60 s, annealing at
42°C for 60 s, and extending at 72°C for 90 s. The am-
plified fragments were sequenced with the BigDye De-
oxy Terminator cycle sequencing kit (Perkin-Elmer Bio-
systems) in an automated DNA sequencer (ABI PRISM
3100) using the PCR primers and following the manu-
facturer’s instructions.

The sequences of both fragments were used to de-
sign two sets of specific primers (LP-E, LP1-R and LP1-
F, LP-R; see table 1) that amplified, by long PCR, two
fragments of about 7,000 bp each, that covered the re-
maining mitochondrial genome (fig. 2). Long PCRs con-
taining 60 mM Tris-SO, (pH 9.1), 18 mM (NH,),SO,,
1-2 mM MgSO,, 0.2 mM of each dNTP, 0.4 pM of
each primer, and elongase enzyme (1 unit; Life Tech-
nologies) in a final volume of 50 wl were subjected to
40 cycles of denaturing at 94°C for 30 s, annealing at
52°C for 30 s, and extending at 68°C for 7 min.

Twenty-two more primers were designed on the ba-
sis of gastropod mitochondrial genome DNA sequences
to amplify by standard PCR (see conditions described
previously) overlapping fragments using the long PCR
products as DNA templates (table 1 and fig. 2). The

PCR products were cloned into the pGEM-T vector
(Promega) and were sequenced using M13 universal
primers (see conditions described previously). PCR am-
plification of a mitochondrial genome might introduce
up to 0.25% mutations (Arnason, Xu, and Gullberg
1996). Divergences of 0.25% correspond to variation at
the intraspecific level.

Total cellular DNA was also purified from several
species of opisthobranchs that represent five different
orders: Chelidonura africana (Cephalaspidea); Ascob-
ulla fragilis (Sacoglossa); Aplysia punctata (Anaspidea);
Umbraculum mediterraneum (Notaspidea); and Aeolidia
papillosa (Nudibranchia). Two sets of primers, Opis
COI-F (5'-ACTTTTTTTCCTCAGCATTTYTT-3")/
16Sbr and LP-F/Opis-2R (table 1), were used to amplify
by standard PCR two overlapping DNA fragments that
covered the 3’ end of the mitochondrial cox/ gene, the
complete mitochondrial rrnl, trnl(cun), trnA, trnP, and
nad6 genes, and the 5’ end of the mitochondrial nad5
gene. PCR products were cloned into the pGEM-T vec-
tor (Promega) and were sequenced using M13 universal
primers.

Molecular and Phylogenetic Analyses

Sequence data were analyzed with the GCG pro-
gram version 10.2 (Devereux, Haeberli, and Smithies
1984), MacClade version 3.08a (Maddison WP and
Maddison DR 1992, pp. 1-398), and PAUP* version
4.0b8 (Swofford 1998). Nucleotide and amino acid se-
quences were aligned using CLUSTAL X version 1.62b
(Thompson et al. 1997) followed by refinement by eye.
Ambiguous alignments and gaps were excluded from
the analysis using GBLOCKS 0.73b (Castresana 2000).
Alignments are available from http://www.molbiolevol.
org.

The following five complete mollusk mitochondrial
genomes were analyzed in this study: L. bleekeri (Sa-
suga et al. 1999); A. coerulea (Hatzoglou, Rodakis, and
Lecanidou 1995); C. nemoralis (Terrett, Miles, and
Thomas 1996); P. strigosa (Kurabayashi and Ueshima
2000a); and R. europaea (this study). Loligo bleekeri
was used as the out-group in all phylogenetic analyses
because most authors currently consider cephalopods as
the sister group of gastropods (Haszprunar 1988; Bieler
1992). The deduced amino acid sequences of all 13 pro-
tein-coding genes encoded by the mitochondrial ge-
nomes were combined into a single data set that was
subjected to maximum parsimony (MP), minimum evo-
lution (ME), maximum likelihood (ML), and Bayesian
methods of phylogenetic inference. MP analyses were
performed with PAUP* using heuristic searches (TBR
branch swapping; MulTrees option in effect) with 10
random additions of taxa. ME analyses (Rzhetsky and
Nei 1992) were carried out with PAUP* using mean
character distances. ML analyses were performed with
PUZZLE version 4.0.1 (Strimmer and von Haeseler
1996) using the mtREV model (Adachi and Hasegawa
1996). The robustness of the resulting MP and ME trees
was evaluated by bootstrapping (Felsenstein 1985) (as
implemented in PAUP* with 1,000 pseudoreplicates).
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Table 1
Primers Used in the Sequencing of the Complete Mitochondrial Genome of Roboastra
europaea
Approximate
Product

Sequence (5" - 3') Length (bp)

Long PCR primers

LP-F......... GITTGTGACCTCGATGT TGGACT 7,400
LPI-R........ GAAATTGGACTTGAAAGTAA
LP-R......... GATTGCGCTACCTTAGCACGGTCA 7,100
LPI-F........ TCATTTAYCTGGTAAGT TCCCCT

Standard PCR primers
Opisl-F....... GGGGATGATCACTTTTATAATGT 2,080
Opisl-R....... ATTAYGCTACCTTAGCACRGTCA
16Sar-L2 ... ... CGCCTGTTTATCAAAAACAT 450
16Sbr-H2. . .. .. CCGGTCTGAACTCAGATCACGT
LP-F......... See above 1,460
Opis2-R....... ACTAGAGTAGAAGAGT GGACTAA
Opis3-F....... ACTAAAAGAGCCCAGTATCCTTT 830
Opis3-R....... GAAAAACAAAGT TGATAGGGCTC
Opis4-F....... CTCGATTATGGTTGGTTAGAGCC 700
Opis4-R....... TCCCCCTCTGCAAAATCAAA
Opis5-F....... TGGGCTTCAAACTCTAAATA 1,340
Opis5-R....... GTAGCACCTCAAAAAGATATTTG
Opis6-F....... ATAGCAACAGCATTTGTGG 1,240
Opis6-R. . ... .. TCGGGGATTATATAAGAATC
Opis7-F....... CACGCTAACGGAGCTTCCCTTTT 1,190
Opis7-R....... ATTCAAGCCTATGITTTTAC
Opis8-F....... GGTGTTAATTGTGGCAT 960
Opis8-R....... AACATATACTGAATCTTTAATC
H1478° ....... TGACTGCAGAGGGT GACGGGECGGTGTGT 340
L1091b ....... AAAAAGCT TCAAACTGGGATTAGATACCCCACTAT
LPI-F........ See above 1,540
Opis9-R....... ACATGAGCCTTAGGGAGCCA
OpislO-F...... TGAGGT TATCAGCCCGAACG 2,100
OpislO-R...... GCTTGAATACAAAAATATTT
Opisl1-F...... CGCCGGCGAACGGGTATCATTGATGT 1,250
Opisl1-R...... ACTATTCAATTTCCAAACCCCCCAAT
Opisl2-F...... GGTCTACCCCCTTTTATTGTATT 1,980
Opisl2-R...... AACCATTATACAAAAGGTA

2 Palumbi et al. (1991).
b Kocher et al. (1989).

The robustness of the resulting ML tree was evaluated
by quartet puzzling (as implemented in PUZZLE with
10,000 puzzling steps). A Bayesian inference of gastro-
pod phylogeny was performed with MrBayes 2.01
(Huelsenbeck and Ronquist 2001) by simulating a Mar-
kov chain for 10,000 cycles under the Jones model
(Jones, Taylor, and Thornton 1992). The same phylo-
genetic analyses at the amino acid level were performed

including only the mitochondrial protein-coding genes
that were available for the caenogastropodan L. saxatilis
(Wilding, Mill, and Grahame 1999), i.e., coxl, cox2,
atp8, atp6, nadl, nad6, and cob. Sequence data of the
six protein-coding genes known for the heterostrophan
O. atomus (Kurabayashi and Ueshima 2000b) were not
included in the phylogenetic analyses because they were
not available on EMBL-GenBank data libraries.

LPR LPF LPI-R LPL-F
- > <>
1-E 168ar-L 3F 4F 5F 6F  7F 8&F  HI4T8 10-F LF  12F
> > > > > -> -> -> -> -> > >
LR 12R LR 168brH 2R3-R 4R 5-R 6-R 7R &R L1091 9R 10-R
+ « <« « <+ « « -« -« -« « -«
K v L4P i DF GHQL N RE M T [
coxl ral (S | nadS | nadl || cob |lf cox2 ||l as |§ gl rad4 || [ || nad2
[N ~ S L |l w

F1G. 2.—Generganization and sequencing strategy for the mitochondrial genome of R. europaea. Genes encoded by the minor strand are
underlined. Arrows denote the localization and direction of the primers used in the PCR amplification (see table 1 for the primer DNA sequence

associated with each number).



1676 Grande et al.
coxI—
trnk— M R W L F S v T
GTTTTGGTGACCGAGTTTTAGGTGAAAGATTTTTAATCTTTTTACGGATAATTTCCTCAAAGCAATGCGTTGACTTTTTTCA- -~ (1497) -~ -GTAACG
T T VvV * trnv-> rrrl—

ACAACTGTGTAGTAGTTTAAARGGAATAAGGGTGAAGTATAAATTTTTACATCTCAGTTACATTGAGARAGATCCGTCATGTAGAGGCTCCCTTATACATAA
trnL(cun)— _
ATGTTTAAATTTCAATATTTTCT--- (1049) - - -GACCAGCTCTTAGTATTTTATATATAARAGATTGACTTGGCAGAATTAGATGCGATTGATTTAGG
trnA—
ATCAATTTATAATATTTAGATAT TAGTCGGTACTGTACTTTATTATAGAAGGTCTGGTTTGCAACTAGAAAGAAGATTATATATCTCAGAACCATATGTT
nade—
trnpP—» . M G F L Y W S
ATGTCAAAAAGAGT TCCGCAGAATACTAACTT TGGGAGTTAGAGGGTAGTTGATAAACTATTTTTGAATTGGGATTTTTATATTGG--- (438) ---AGA
nads— nadl—
G E K 8§ * M L L F R Y S M F T Y * M L T C L C
GGTGAAAAGTCTTAAGAGTTTAAAATTTTCTTTGTTACTTTTTAGGTAC--- (1614 ) -- - TCAATATTTACTTATTAGAATTTTAACCTGTTTATGT - -
M G L H M * trn¥- . trn—
- {858) - - -ATAGGTCTACACATGTAATTTTGATGGCTGAATTAATAAGCGATAGATTGTARATCTACTAATGGTTGTATAACCTCACTGTATGAAGTTA
nad4l—
- M L K I 8 G s 8
TAGGTTAAATACTATAARACCATGGGCCTTCAAAGCCTGGAATGAGTGAGTCTAACTTTGGTGTTTTGT TAAAAATTTCGGGG- - - (246} - - -AGATCT
cob—
L N F *M Y K V R T A K L I s =~ trnb— o
TTAAATTTCTATGTATAAAGTTCGCACA--- (1086) - --GCTAAATTGATCTCATAAATTACCAGCCTAGTTTATAATAAAATAAAAGTTTGTCAAGCT
c
trnF- R M
TTAGAAACAAATTTATTGTGGTTGGTCTTCAAGAGAGTGCGATAGCTTAAAATTAAAGCACAACATTGAAGCTGTTATTATAGATTATTTCTTCTACTCCA
ox2—

S F W G Q cC 8 L E F * trnG—
TGAGATTTTGAGGTCAA- - - (639) - - -TGTAGTTTAGAGTTTTAGAATTCCCTAAAAAGTATTAGTGTACATTTGCCTTCCAAGCAAAAAGGCTAGCAA
trnH—
TATGTTAGTTTAGGGATAAATGTAAGGGTTAGTTTAATAAAAAAATTTTGGCCTGTGGAGCCATAGATAATCAGTAAGATTACCCTTATAATACTTATGT
trnc-

TATTCAGGCTGTAGTTTAATAAAATATTAAGTTGCAACTTARAGTTGAGGTTAATGCACTCCTCTTGTCTGGTGAAAATATARAATTTAGCTACTGAAGT

ATTCAGGAATCCTAGGTACTAATATAATTATCTCTGGGGAAGTTAACAGGAATGACTCTCTATAAAATCTTCTGGGTCTAACCCTCCTGGAGAATCAAAAR
«—trng o «trnl (uur)
ACTCCCGTGCATTACACCAAAAAGATAAAATTAACACTTGTAAAAGACARATTTAGTCATAATAAACGCTTAAAGTTTACGCATTTTTCTGCCATTTTAC
—atp8
* K F F H H P S L Q P M
AAATTATTAGAATAACGATTATTTAAAARAATGGTG- - - {129) - - -CGGTCTAAGTTGAGGCATACGAAAAAGGCACAATTTAACTTGTGCTATTTTTG
—atpé
o —trnN * N T T P H F L D § M M
ATTAACAATCAAATGCTCTATTTAGCTTCTATTTCCTTTACGCTTACTAATTTGTTGTTGGATG- - - (633) - - ~-AAATAAATCTGACATCATATACTTG
—trnrR
AGAGATATCATTTTCTCAAAGCTAAGGCCGAAACT TAGTGCGAGGTTTCGCTTTCAAGTAGTTTTATCTTTAGAATTTTAAACTCAACTTCACCTTGAAA
—trnk «—rrns
AAGTGATGTGATATTTTCACCATAAAGACAGGGTGCACCTTCCGGTACACCTACTGTGT - - - (680) - - -CGCTAATTTTTAATCATCACAAAGTTTGGT
. troM* S S F W D R
TAAACAGGGGAATATAGTCCATTGTTGGGTTATGAGCCCAAAAGCTTATAAATTTAGCTTACCTGTTTATGAACTAAATCAGTC- - - (345) - --ACGAC
«-nad3
S K T M M — «trnS(ucn) trnS (agn)—>
TTTTTGTTATTATAT T TACGTAAAT TTTTGT TGAGAAATTTTTTCTCTTTAAAGGTTTTCAAAACCTCTACTATAACAAAAAAATTTGAAAATCTGAAAC
nad 4-

- M I E L I F K L K M K G 8 S
TTAGGCTGCTAACTTGAGT TCGGGGAATTTTGTTCTCCATTTTCATGTGATTGAACTTATTTTT - - - (1293) - - -AAACTAAARATAAAAGGATCTAGA
K s F ¥ L §$ L §$ ¥ K VvV §8AL EL S Y S s M TIUL I 8§ K Y *

o «—trn™ S G W W Y I S V H
AAAAGTTTTTATTTATCTCTGAGT TACAAAGTCAGTGCTTTAGAATTAAGCTATTCTAGAATGATCCTCATCAGTAAATACTAAC--- (735) ---ATGA
- cox3
F P Q K M trnl-> S

AAAGGTTGTTTCATAAATAGGCTTAAATGGACATTTTTTTTATATT TATTTTTATTAAAGTAAAAATTGAGTAGGCGCCCGATGAACGGATATCATTGAT

nada—

M S8 8§ G N L T M F I F *
GTTGATAGATATGGAATGAACATTCTCCTGCTTTATGTCTTCTGGARATCTT- - - (900) - - -ACTATGTTTATTTTTTAAATTT

F1G. 3.—Schematicepresentation of the major strand nucleotide sequence of the mitochondrial genome of R. europaea. Position 1 cor-
responds to the first nucleotide of the #7nK gene. Direction of transcription for each gene is represented by arrows. The beginning and end of
the deduced amino acid sequence for each gene product is shown above the nucleotide sequence (one-letter amino acid abbreviation is placed
above the first nucleotide of each codon). Termination codons are indicated by an asterisk. tRNA genes are underlined, and the corresponding

anticodons are overlined.

To recover phylogenetic relationships among opis-
thobranchs, nucleotide sequences of part of the mito-
chondrial cox/ gene, the complete mitochondrial rrnL
and nad6 genes, and a fragment of the mitochondrial
nad5 gene of several species that represent the main
orders of opisthobranchs were analyzed with common
methods of phylogenetic inference. MP analyses were
performed with PAUP* without weighting based on the

estimated empirical value (Ts/Tv = 0.71). ME and ML
analyses were performed with PAUP* using the GTR
model (Rodriguez et al. 1990). The robustness of MP,
ME, and ML analyses was tested by bootstrapping with
1,000 pseudoreplicates. Bayesian inference of opistho-
branch phylogeny was performed with MrBayes 2.01
(Huelsenbeck and Ronquist 2001) using the GTR model
and 10,000 generations.



A B
25nt A A
T-A
T-6G
A-T
T-A T-A
A=T T—-A
A=T T-A
G-T T~A
| G-C T-A
5'-CGAA-TIATGTATAA|-3" 5—-ATTTA-T TG-3
nad4L cob
17 nt
A-T
A-T
A-T
) A-T
S —GGTG-CT[TTGI TAC}-3"

nad6 nad5

F1G. 4—Putativdunctional secondary structures within the mi-
tochondrial genome of R. europaea. A, Stem-loop structures between
the end of the nad4L gene and the beginning of the cob gene, as well
as between the nad6 and nad5 genes, which could serve as potential
recognition signals for RNA-processing enzymes during transcription.
B, A+T-rich hairpin structure between the cox3 and #rn/ genes which
potentially could be used as a signaling element for the control region
of the Roboastra mitochondrial genome.

Statistical differences between alternative phylo-
genetic hypotheses were evaluated in PAUP* (Swofford
1998) using the Templeton (1983), Kishino and Hase-
gawa (1989), and Shimodaira and Hasegawa (1999)
tests.

The nucleotide sequences of opisthobranchs re-
ported in this article have been deposited at the EMBL-
GenBank data libraries under accession numbers
AY 083457 and AY098927-AY098931.

Results
Genome Organization and Structural Features

The gene order and main features of the mitochon-
drial genome of R. europaea are summarized in figure
3. The total length of the mitochondrial DNA is 14,472
bp. The overall base composition of the major strand is
A, 27.6%; T, 38.5%; C, 14.5%; and G, 19.4%. The mi-
tochondrial genome of R. europaea encodes 2 rRNAs,
22 tRNAs, and 13 protein-coding genes (figs. 2 and 3).
The major strand encodes 13 out of the 37 genes (¢7nQ;
trnL(uur); atp8; trnN,; atp6; trnR; trnE, rrnS; trnM;
nad3; trnS(ucn), trnT; cox3). All protein-coding genes
are separated by tRNA genes except two sets of genes
(nad6/nad5/nadl and nad4L/cob). A potential stem-loop
secondary structure which could putatively serve as a
signal for RNA-processing enzymes (Boore and Brown
1994) was found between nad4L and cob genes, as well
as between the nad6 and nad5 genes, but not between
the nad5 and nadl genes (fig. 44). The largest noncod-
ing regions are located between #rnC and trnQ genes
(93 bp) and between cox3 and trnl genes (54 bp) (fig.
3). The latter region has the potential to fold into a hair-
pin secondary structure (fig. 4B).

The mitochondrial rrnL (1,109 bp) and rrnS (740
bp) genes are located between #rnlV and trnl(cun) genes
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and between trnE and trnM genes, respectively (figs. 2
and 3). The mitochondrial genome of R. europaea con-
tains 22 tRNA genes that range in size from 54 to 69
nucleotides (fig. 5). All the deduced tRNAs can be fold-
ed into a cloverleaf secondary structure with the excep-
tion of tRNA(S-UCN) and tRNA(S-AGN) that lack the
DHU arm. Mismatches in the acceptor stems of
tRNA(L-CUN) and tRNA(Y) (fig. 5) might be corrected
by the tRNA editing described by Yokobori and Padidbo
(1995). Interestingly, the trnC gene is located between
trnH and trnQ genes and not between #rnN and atp6
genes as in the mitochondrial genome of Pupa (Kura-
bayashi and Ueshima 2000a). The anticodons of all Ro-
boastra mitochondrial tRNAs are preceded by a thymine
and followed by a purine.

Seven out of the 13 protein-coding genes use ATG
as the start codon (coxl, cob, cox2, atp8, atp6, cox3,
and nad?2). Other genes begin with TTG (nad6, nads,
and nad4l), ATA (nad3), ATT (nadl), and GTG (nad4)
(fig. 3). Most Roboastra open reading frames end with
TAA (nad6, cob, atp8, nad4, and nad2) or TAG (coxl,
nad5, cox2, and atp6). The remaining have incomplete
stop codons, either T (nad4L, nad3, and cox3) or TA
(nadl) (fig. 3). In many mitochondrial genomes, nad4L
has a complete stop codon and overlaps with a contig-
uous protein-coding gene. An alternative complete stop
codon for nad4L can be postulated if it overlaps cob by
eight nucleotides.

The genetic code of the Roboastra mitochondrial
genome is the same as that used by other mollusks. It
differs from the universal genetic code in that ATA
codes for methionine, TGA for tryptophan, and AGR
for serine. A total of 3,665 amino acids are encoded by
the Roboastra mitochondrial genome (table 2). The most
abundant amino acid residue is leucine, whereas the rar-
est is cysteine (table 2). Thymines are preferentially
used in third codon positions. Cytosine is generally the
rarest nucleotide in third codon positions (table 2).

Sequence Variation and Phylogenetic Analyses

The deduced amino acid sequences of all 13 mi-
tochondrial protein-coding genes were combined into a
single data set that produced an alignment of 3,869 po-
sitions. Of these, 1,227 were excluded from the analyses
because of ambiguity in the homology assignment, 980
were invariant, and 357 were parsimony-informative.
The mean character distance between Roboastra and
Pupa is 0.27. The mean character distance between A/-
binaria and Cepaea is 0.43. The average mean character
distance between opisthobranchs and pulmonates is
0.40.

ML analysis of the combined amino acid data set
arrived at a tree (log likelihood = —22,320.08) that
strongly supports the monophyly of opisthobranchs
(Pupa + Roboastra) and pulmonates (4/binaria + Ce-
paea) (fig. 6). Bayesian inference rendered an identical
result (fig. 64). When MP (one single tree of 3,441
steps; consistency index [CI] = 0.94) and ME (score =
1.03) analyses were performed, only the opisthobranchs
were recovered as a monophyletic group (fig. 64). But
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Table 2
Codon Usage of Roboastra europaea Mitochondrial DNA—
Encoded Proteins

Ami-
no Num- Amino Num-

Acid Codon ber Fraction Acid Codon ber Fraction
Gly .. GGG 83 0.29 Trp TGG 40 0.44
Gly .. GEA 8 030 Trp TGA 50  0.56
Gly .. GGT 104 036 Cys TGT 45 0.82
Gly .. GC 14 0.05 Cys TGC 10 0.18
Glu .. GAG 43 047  End TAG 4 031
Glu .. GAA 49  0.53 End TAA 9 0.69
Asp .. GAT 58 0.85 Tyr TAT 97  0.68
Asp .. GAC 10  0.15 Tyr TAC 45 0.32
Val... GIG 47  0.17 Leu TTG 89 0.16
Val... GTA 73 0.26 Leu TTA 265 0.47
Val... GIT 140  0.51 Phe TTT 261 0.78
Val... GIC 17 0.06  Phe TTC 72 022
Ala... GCG 18  0.08 Ser TCG 24 0.06
Ala... GCA 39 0.18 Ser TCA 63 0.16
Ala... CGCT 126 0.58 Ser TCT 116  0.30
Ala... GCC 34 0.16 Ser TCC 13 0.03
Ser... AGG 33 0.09 Arg CGG 15 0.26
Ser... AGA 55  0.14 Arg CGA 20  0.34
Ser... AGT 65 0.17 Arg CGT 18 031
Ser... AGC 18  0.05 Arg CcC 5  0.09
Lys .. AAG 28  0.29 Gln CAG 14 027
Lys .. AAA 67  0.71 Gln CAA 37 0.73
Asn .. AAT 74 0.78  His CAT 46  0.58
Asn .. AAC 20 022  His CAC 33 0.42
Met .. ATG 56 030 Leu CTG 18 0.03
Met .. ATA 128 0.70  Leu CTA 60  0.11
Tle ... ATT 220 0.87 Leu CTT 98  0.18
Ile... ATC 32 0.13 Leu CTC 26  0.05
Thr... ACG 15  0.08 Pro CCG 21 0.14
Thr... ACA 61 0.32  Pro CCA 31 0.21
Thr... ACT 93 0.50  Pro CCT 83 0.56
Thr... ACC 19  0.10  Pro CCC 12 0.08

a Wilcoxon signed-ranks test (Templeton 1983) showed
that the second most parsimonious tree that supported
the monophyly of pulmonates was not statistically sig-
nificantly different (3,444 steps; Z = —0.31; P = 0.75).
Cepaea exhibits a rather long branch, and its basal po-
sition in the MP and ME analyses might be an artifact
attributable to long-branch attraction by the out-group
(Felsenstein 1978).

To include the caenogastropodan L. saxatilis into the
phylogenetic analyses, a smaller subset of protein-coding
genes including cox!, cox2, atp8, atp6, nadl, nad6, and
cob was analyzed with MP, ME, ML, and Bayesian meth-
ods of phylogenetic inference. The alignment of 1,789
positions was analyzed. Of these, 689 were excluded
from the analyses because of ambiguity in the homology
assignment, 495 were invariant, and 249 were parsimony-
informative. All phylogentic analyses recovered a mono-
phyletic opisthobranchia clade and Litforina as the most
basal taxon of the in-group (fig. 68). In MP (one single
tree of 1,287 steps; CI = 0.91), ME (score = 0.94), and
ML (log likelihood = —9,451.60) phylogenetic analyses,
pulmonates were paraphyletic (fig. 6B8). In Bayesian phy-
logenetic analyses, however, pulmonates were monophy-
letic with a 98% posterior probability (not shown).
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The nucleotide sequences of the mitochondrial
coxl, rrnL, nad6, and nad5 genes were combined into
a single data set that produced an alignment of 2,631
positions. Of these, 942 were excluded because of am-
biguity in the homology assignment, 437 were invariant,
and 900 were parsimony-informative. The mean pair-
wise uncorrected p distance among opisthobranchs is
0.32 = 0.03. The minimum and maximum uncorrected
p distances are between Aplysia and Umbraculum (0.25)
and between Pupa and both Roboastra and Aplysia
(0.36), respectively. The uncorrected p distance between
Albinaria and Cepaea is 0.47. The mean pairwise un-
corrected p distance between opisthobranchs and pul-
monates is 0.43 = 0.02. ML (log likelihood =
—15,722.75) and Bayesian methods of phylogenetic in-
ference arrived at identical topologies (fig. 7). ME (score
= 2.65) only differed from the ML tree in that Aplysia
was recovered as sister group of Umbraculum to the
exclusion of Chelidonura. MP recovered two trees of
3,779 steps (CI = 0.62), one with the topology shown
in figure 7 and the other supporting the monophyly of
pulmonates. In all cases, opisthobranchs were monophy-
letic with strong statistical support (fig. 7). The Kishino
and Hasegawa (1989) and Shimodaira and Hasegawa
(1999) tests rejected statistical differences between the
ML tree and a tree with a monophyletic pulmonate clade
(log likelihood = —15,724.52; P = 0.78 and P = 0.38,
respectively). Within opisthobranchs, cephalaspideans
(Pupa and Chelidonura) were polyphyletic. Pupa was
consistently the sister group of Ascobulla (order Sacog-
lossa), and both species were placed basal to the rest of
opisthobranchs (fig. 7). Chelidonura was placed in a de-
rived position either as sister group of Aplysia (order
Anaspidea) (MP, ML, and Bayesian analyses) or as sister
group of Aplysia + Umbraculum (order Notaspidea)
(ME analyses). Because of the low bootstrap support,
the relationships between Chelidonura, Aplysia, and
Umbraculum remain unresolved. The nudibranchs (Ro-
boastra and Aeolidia) were monophyletic (fig. 7).

Rearrangements of the #&rnV, trnL(cun), trnd, and
trnP genes located between the coxl, rrul, and nad6
genes were analyzed by mapping the relative positions
of these tRNA genes onto the recovered phylogeny (fig.
8). The trnV gene is located between the cox/ and rrnL
genes in all in-group taxa. Cepaea only presents the
trnL(cun) and trnA genes between the rrnL and nad6
genes. Albinaria presents the trnP gene between the
trnL(cun) and trnA genes. With this data set, it is not
possible to infer which tRNA genes were located be-
tween the rrnL and nad6 genes in the ancestors of eu-
thyneurans and of pulmonates. In all opisthobranchs, the
trnP gene is located between the ##n4 and nad6 genes
(fig. 8). This relative position of the #7nP gene seems to
be a synapomorphy of opisthobranchs.

Discussion

The mitochondrial genome of R. europaea is one
of the smallest known among Metazoa. The small size
of the genome of Roboastra is the result of its compact
gene organization, the absence of long noncoding re-
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of inference. The ML (mtREV model) trees are shown. Loligo bleekeri was used as the out-group.

gions, and the reduced size of its genes. This feature
seems to be common to all Euthyneura because the size
of the genome of Roboastra is within the range of var-
iation in genome size found in Pupa (14.2 kb; Kura-
bayashi and Ueshima 2000a) and in pulmonates (14.1—
14.5 kb; Hatzoglou, Rodakis, and Lecanidou 1995; Ter-
rett, Miles, and Thomas 1996; Yamazaki et al. 1997).
The mitochondrial genome of Roboastra shows an A+T
content (66.1%) similar to that of other mollusks (Hoff-

man, Boore, and Brown 1992; Boore and Brown 1994;
Hatzoglou, Rodakis, and Lecanidou 1995; Terrett,
Miles, and Thomas 1996; Yamazaki et al. 1997; Sasuga
et al. 1999; Kurabayashi and Ueshima 2000a, 20005b).
The gene arrangement of Roboastra is similar to
that of Pupa (Kurabayashi and Ueshima 2000a) but dif-
fers in the transposition of the #7nC gene. Moreover, the
relative position of the #7nC gene in pulmonates is dif-
ferent from that of both opisthobranchs (fig. 9). The re-
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arrangement of tRNA genes is very frequent in inver-
tebrate mitochondrial genomes and may mobilize adja-
cent protein-coding and rRNA genes (Boore 1999). The
Heterostropha, Pulmonata, and Opisthobranchia mito-
chondrial genomes described so far share a rather con-
served gene arrangement (Hatzoglou, Rodakis, and Le-
canidou 1995; Terrett, Miles, and Thomas 1996; Ya-
mazaki et al. 1997; Kurabayashi and Ueshima 2000aq,
20000) (fig. 9). In contrast, a group traditionally consid-
ered within Prosobranchia, Caenogastropoda, shows a
highly divergent gene arrangement that could be related
to the gene arrangement of nongastropod mollusks
(Boore 1999) (fig. 9). Therefore, the conserved gene ar-
rangement of heterostrophans, pulmonates, and opistho-
branchs (all together Heterobranchia) may present a de-
rived state with respect to the ancestral state represented
by the caenogastropodan Littorina (Boore 1999).

Of the two largest noncoding regions, that located
between the cox3 and f#rnl genes is the only one that
contains a sequence with the potential to fold into a
hairpin structure (fig. 4B). In addition, this region shows
a high A+T content (87%). Both features are typical of
invertebrate mitochondrial control regions (e.g., Dro-
sophila; Clary and Wolstenholme 1985). Hence, this re-

gion seems to be a good candidate to contain the signals
associated with the origin of replication and transcrip-
tion of the Roboastra mitochondrial genome.

The amino acid sequence divergence between Pupa
and Roboastra is almost half that between A/binaria and
Cepaea. Furthermore, the amino acid sequence diver-
gence within pulmonates is as much as that found be-
tween pulmonates and opisthobranchs. All phylogenetic
analyses based on the combined protein-coding gene
data set strongly support the monophyly of opistho-
branchs (Roboastra and Pupa) (fig. 64). The monophyly
of opisthobranchs is also highly supported when Litto-
rina is included in the phylogenetic analyses (fig. 6B).
The genus Pupa is a representative of the most ancestral
order (Cephalaspidea) of opisthobranchs. In fact, mem-
bers of its family (Acteonidae) have been proposed as
a model of the archetypal opisthobranch because their
external morphology is similar to that of prosobranchs
(Rudman 1972). In contrast, the genus Roboastra rep-
resents the most derived order (Nudibranchia) of the
group with numerous morphological innovations (Wa-
gele and Willan 2000).

Our results are in full agreement with the tradition-
al view that opisthobranchs are a natural group of gas-
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tropods (Thiele 1929-1935) and contradict recent mo-
lecular studies (e.g., Thollesson 1999b,; Wollscheid and
Wigele 1999; Dayrat et al. 2001) (fig. 1C-FE). Our larger
sequence data set and the lack of phylogenetically in-
formative sites of previous molecular data sets (either
because of their shorter size or their higher among-site
rate variation) likely explain the discrepancy in resolu-
tion and statistical support between our results and those
of previous studies. To test the validity of morphological
hypotheses (Salvini-Plawen and Steiner 1996; Ponder
and Lindberg 1997; fig. 14 and B) that challenge the
monophyly of opisthobranchs, more opisthobranch as
well as heterostrophan and pulmonate taxa need to be
included in future phylogenetic analyses based on mo-
lecular data.

The monophyly of opisthobranchs is further sup-
ported by all phylogenetic analyses based on mitochon-
drial cox1, rrnL, nadé6, and nad5 genes at the nucleotide
level (fig. 7). The relative position of the #nP gene be-
tween the frnA and nad6 genes seems to be a shared
derived character of opisthobranchs. Within opistho-
branchs, the monophyly of cephalaspideans is rejected
because Pupa is closely related to Ascobulla (order Sa-
coglossa), and Chelidonura appears as sister group to
either Aplysia (order Anaspidea) or Aplysia+Umbracu-
lum (fig. 7). This result is consistent with recent phy-
logenetic analyses based on morphological (Mikkelsen
1996) and molecular (Thollesson 1999b) data. Accord-

trnV, trnL(UCN), trnA, and

ing to morphological and molecular evidence, cephal-
aspideans can be separated into at least two groups: one
basal to other opisthobranchs and the other related to
anaspideans (Mikkelsen 1996; Thollesson 19995). Our
results only differ from these hypotheses in suggesting
a close relationship of sacoglossans to basal cephalas-
pideans. This relationship is not that surprising because
Ascobulla, which exhibits typical sacoglossan-type rad-
ular teeth, shares many external morphological charac-
ters with cephalaspideans (Mikkelsen 1998). The order
Notaspidea is represented in our molecular phylogeny
by the genus Umbraculum which is placed close to
Aplysia and Chelidonura (fig. 7). This result supports
previous morphological evidence that related some lin-
eages of notaspideans to anaspideans (Schmekel 1985).
The order Notaspidea includes two distinct groups, Um-
braculomorpha and Pleurobranchomorpha (Rudman and
Willan 1998). Several morphological characters such as
an open seminal groove, a nonretractile penis, an albu-
men gland, plates in the gizzard, and the absence of a
blood gland suggest that the Umbraculomorpha are clos-
er to the Anaspidea than to the Pleurobranchomorpha
(Schmekel 1985). Furthermore, the latter group seems
to be more closely related to nudibranchs (Schmekel
1985; Wigele and Willan 2000). In this regard, a recent
molecular phylogeny based on mitochondrial rrnl gene
sequence data suggests that Pleurobranchomorpha may
even be placed deep within the nudibranchs (Thollesson
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1999bh). The monophyly of nudibranchs (without con-
sidering Pleurobranchomorpha) is well supported by
several morphological (Schmekel 1985; Haszprunar
1988; Salvini-Plawen and Steiner 1996; Wégele and
Willan 2000) and molecular (Wollscheid and Wigele
1999; Wollscheid et al. 2001) studies. The two nudi-
branchs (Roboastra and Aeolidia) included in our study
are grouped together in the recovered phylogeny.

In conclusion, our analyses show that the newly
determined mitochondrial genome of the nudibranch R.
europaea is similar in size and gene arrangement to the
mitochondrial genome of the cephalaspidean P. strigosa.
Both species represent the most derived and basal lin-
eages of opisthobranchs, respectively. These two mito-
chondrial genomes show the greatest sequence similarity
when compared with other gastropod mitochondrial ge-
nomes. All phylogenetic analyses performed in this
study both at the amino acid (including two orders) and
at the nucleotide (including five orders) level, as well as
the relative position of the #7nP gene, support the mono-
phyly of opisthobranchs with respect to pulmonates. The
monophyly of this latter group is supported by ML and
Bayesian analyses and is not rejected by MP analyses.
Nevertheless, more representatives of heterostrophans,
opisthobranchs, and pulmonates need to be included in
future analyses to confirm further the monophyly of
these gastropod groups.
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A new phylogenetic hypothesis for Euthyneura is proposed based on the analysis of primary sequence data
(mitochondrial coxI, trnV, rraL, trnL(cun), trnA, trnP, nad6, and nad5 genes) and the phylogenetic utility of two rare
genomic changes (the relative position of the mitochondrial #7rnP gene, and an insertion/deletion event in a conserved
region of the mitochondrial Cox1 protein) is addressed. Both sources of phylogenetic information clearly rejected the
monophyly of pulmonates, a group of gastropods well supported so far by morphological evidence. The marine
basommatophoran pulmonate Siphonaria was placed within opisthobranchs and shared with them the insertion of
a Glycine in the Cox 1 protein. The marine systellommatophoran pulmonate Onchidella was recovered at the base of the
opisthobranch + Siphonaria clade. Opisthobranchs, Siphonaria, and Onchidella shared the relative position of the
mitochondrial #nP gene between the mitochondrial #7nA and nad6 genes. The land snails and slugs (stylommatophoran
pulmonates) were recovered as an early split in the phylogeny of advanced gastropods. The monophyly of the
Euthyneura (Opisthobranchia + Pulmonata) was rejected by the inclusion of the heterostrophan Pyramidella.

Introduction

Molecular data have proved to be very helpful in
resolving phylogenetic relationships among different taxa
at multiple hierarchical levels. Most molecular phyloge-
netic hypotheses are based on the comparative analysis of
the pattern of nucleotide or amino acid substitutions along
sequences. However, phylogenetic inferences based on
primary sequence data are known to have at least two
specific limitations: (1) saturation caused by multiple-hits,
which renders homoplasious changes, and (2) uncertainty
in positional homology assignment at indel-rich regions,
usually with high rates of substitution. The potential
negative effect of these two problems becomes more
relevant at progressively higher taxonomic levels (Boore
and Brown 1998).

In cases where phylogenetic analyses based on se-
quence substitutions render conflicting results, rare geno-
mic changes (RGCs) may be very helpful in discerning
among alternative phylogenetic hypotheses (see Rokas and
Holland [2000] for a review). Insertion/deletion (indel)
events within well-conserved regions of the genome and
gene rearrangements are two examples of RGCs that have
been successfully used to resolve deep phylogenetic
relationships (Rivera and Lake 1992; Macey et al. 1997,
Boore and Brown 1998; Keeling and Palmer 2000;
Venkatesh, Erdmann, and Brenner 2001).

The potential of RGCs for phylogenetic reconstruc-
tion has been tested in gastropods, a group of mollusks
known to have high sequence substitution rates (Thomaz,
Guiller, and Clarke 1996; Davison 2002). For instance,
the absence or reduction of entire stem/loop structures
in several domains of the secondary structure of the
mitochondrial large subunit tfRNA has been shown to
be a molecular synapomorphy of derived gastropods
(Lydeard et al. 2000, 2002b). Moreover, mitochondrial
DNA gene rearrangements have been useful in identi-

Key words: Opisthobranchia, Pulmonata, indels, gene arrangement,
mtDNA.

E-mail: cristina@mncn.csic.es.

Mol. Biol. Evol. 21(2):303-313. 2004

DOI: 10.1093/molbev/msh016

Advance Access publication December 5, 2003

Molecular Biology and Evolution vol. 21 no. 2

© Society for Molecular Biology and Evolution 2004; all rights reserved.

fying phylogenetic affinities among several gastropod
groups at different taxonomic levels (Kurabayashi and
Ueshima 2000b; Rawlings, Collins, and Bieler 2001;
Lydeard et al. 2002a).

Gastropods were traditionally classified into three
main subclasses, Prosobranchia, Pulmonata, and Opistho-
branchia (Thiele 1931). However, recent morphological
studies rejected the monophyly of Prosobranchia (Hasz-
prunar 1988) and failed to recover the monophyly of
Opisthobranchia (Salvini-Plawen and Steiner 1996; Pon-
der and Lindberg 1997; Dayrat and Tillier 2002; fig. 1A).
According to new morphological data, the monophyletic
Pulmonata (Salvini-Plawen 1970; Tillier 1984; Haszprunar
1985; Haszprunar and Huber 1990; Nordsieck 1992;
Dayrat and Tillier 2002) and the paraphyletic Opistho-
branchia (Boettger 1955; Haszprunar 1988; Salvini-
Plawen and Steiner 1996; Ponder and Lindberg 1997)
are clearly distinct from the remaining gastropods and are
grouped together in the clade Euthyneura Spengel 1881.
The monophyly of Euthyneura is generally accepted and is
supported by several morphological synapomorphies
(Gosliner 1981; Haszprunar 1988; Salvini-Plawen and
Steiner 1996; but see Dayrat and Tillier 2002). Euthyneura
together with the paraphyletic group Heterostropha
(pyramidelids and other related groups) define the clade
Heterobranchia (Haszprunar 1985).

Opisthobranchs are almost exclusively marine organ-
isms, with the only exception being few freshwater
acochlidians (Rudman and Willan 1998). The reduction
or loss of the shell, an extensive body reorganization, and
the acquisition of chemical defenses are evolutionary
trends shared to different degrees by most opisthobranch
clades. In contrast, pulmonates are mainly land and
freshwater gastropods, although there are a few marine
groups. All pulmonates share the presence of a lung as the
respiratory surface. Most of the species have a shell,
although it is modified or absent in some groups.

Most phylogenetic analyses based on nuclear 18S and
28S rRNA gene sequences rejected the monophyly of both
Opisthobranchia and Pulmonata (Tillier and Ponder 1992;
Rosenberg et al. 1994; Tillier et al. 1994; Tillier, Masselot,
and Tillier 1996; Winnepenninckx et al. 1998; Wollscheid
and Wigele 1999; Yoon and Kim 2000; Dayrat et al. 2001;
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Fic. 1.—Phylogenetic relationships among gastropods based on (A) morphological data (Dayrat et al. 2002) and (B) molecular data (Thollesson
1999). For the molecular phylogeny, nodes with bootstrap values below 50% were forced to collapse.

Wollscheid et al. 2001). However, these analyses rendered
conflicting results, and their conclusions lacked sufficient
support because of the low resolution of nuclear rRNA
genes at this taxonomic level. In contrast, a recent study
(Wade and Mordan 2000) based on a nuclear fragment
including partial 5.8S rDNA, complete ITS-2, and partial
large subunit rDNA sequences supported the monophyly
of the above-mentioned gastropod groups. Thollesson
(1999) proposed a phylogenetic hypothesis for Euthyneura
based on a small fragment (480 bp) of the mitochondrial
rrnL gene and rejected the monophyly of opisthobranchs
(fig. 1B). In contrast, Grande et al. (2002) tentatively
concluded that opisthobranchs are monophyletic based on
the phylogenetic analyses of the mitochondrial cox/, rrnL,
nad6, and nad5 genes from several species representing
five different orders of opisthobranchs. These conflicting
results may be clarified and resolved if more representa-
tives of each gastropod group are included in the phylo-
genetic analyses, if large sequence data sets are compiled,
and if the potential phylogenetic utility of RGCs is ex-
plored, as suggested by Grande et al. (2002).

To further understand phylogenetic relationships
within derived gastropods, we have determined partial
sequences of mitochondrial cox/ and nad5 genes and the
complete sequences of mitochondrial trnV, rruL,
trnL(cun), trnA, trnP, and nad6 genes for representative
species of the main orders of Pulmonata and Opistho-
branchia, as well as the heterostrophan Pyramidella
dolabrata. The new sequences were analyzed with current
methods of phylogenetic inference and screened for RGCs.

Materials and Methods
Samples and DNA Extraction

A total of 42 species of derived gastropods were
sequenced anew in this study (table 1). Sequence data from
the complete mitochondrial genomes of the opisthobranchs
Pupa strigosa (Kurabayashi and Ueshima 2000a), and
Roboastra europaea (Grande et al. 2002); the pulmonates

Cepaea nemoralis (Terrett, Miles, and Thomas 1996), and
Albinaria coerulea (Hatzoglou, Rodakis, and Lecanidou
1995); the squid Loligo bleekeri (Sasuga et al. 1999), and
the partial mitochondrial genome of the caenogastropodan
Littorina saxatilis (Wilding, Mill, and Grahame 1999)
were also included in the phylogenetic analyses (table 1).
For each specimen, tissue was grounded in liquid nitrogen,
and resuspended in 500 pl of extraction buffer (Towner
1991). After homogenization, total cellular DNA was
purified by a standard phenol/chloroform procedure
followed by an ethanol precipitation.

Polymerase Chain Reaction Amplification, Cloning,
and Sequencing

Five overlapping DNA fragments (fig. 2) were ampli-
fied by polymerase chain reaction (PCR) with the follow-
ing sets of primers: primers LCO-1490 and HCO-2198
(Folmer et al. 1994); OPISA-F, 5'-GGGGCAATTAAT-
TTTATTAC-3’ and OPISA-R, 5'-ACCATTATACAA-
AAGGT-3’; OPIS COI-F and OPIS1-R (Grande et al.
2002); 16Sar-L. and 16Sbr-H (Palumbi et al. 1991); LP-F
(Grande et al. 2002) and OPISB-R, 5'-ACTCCTAGCC-
CATCTCANCC-3'".

Standard PCR reactions containing 67 mM Tris-HCl,
pH 8.3, 1.5 mM MgCl,, 0.4 mM of each dNTP, 2.5 uM of
each primer, template DNA (10-100 ng), and Taq DNA
polymerase (1 unit, Biotools) in a final volume of 25 pl
were subjected to 40 cycles of denaturing at 94°C for 60 s,
annealing at 42°-52°C for 60 s, and extending at 72°C
for 90 s. The PCR products were ethanol precipitated and,
either directly sequenced using the corresponding PCR
primers or cloned into the pGEM-T vector (Promega) and
sequenced using the M13 universal (forward and reverse)
sequencing primers. DNA sequences of both strands were
obtained using the BigDye Terminator cycle-sequencing
ready reaction kit (Applied Biosystems, Inc.) on an
automated DNA sequencer (Applied Biosystems Prism
3700) according to the manufacturer’s instructions.



Table 1
List of Samples Analyzed in This Study
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Species

Locality

Sequenced PCR Fragment*

Opisthobranchia
Architectibranchia
Pupa strigosa
Micromelo undata
Cephalaspidea
Haminoea callidegenita
Philine aperta
Chelidonura africana
Runcina coronata
Anaspidea
Aplysia punctata
Petalifera petalifera
Dolabrifera dolabrifera
Sacoglossa
Ascobulla fragilis
Tylodinoidea
Umbraculum mediterraneum
Tylodina perversa
Pleurobranchoidea
Berthella plumula
Pleurobranchaea meckeli
Bathyberthella antartica
Nudibranchia
Aeolidia papillosa
Roboastra europaea
Ancula gibbosa
Doris pseudoargus
Facelina bostoniensis
Tergipes tergipes
Onchidoris muricata
Cadlina laevis
Tethys fimbria
Chromodoris krohni
Flabellina affinis
Platydoris argo
Tambja ceutae
Aldisa banyulensis
Discodoris confusa
Dendronotus frondosus
Favorinus branchialis
Cuthona ocellata
Rostanga pulchra
Triopha maculata
Eubranchus sp.
Hancockia uncinata

Pulmonata

Systelommatophora
Onchidella celtica

Basommatophora
Siphonaria pectinata

Eupulmonata
Rumina decollata
Elona quimperiana
Helix aspersa
Myosotella myosotis
Cepaea nemoralis
Albinaria coerulea

Other Gastropoda
Heterostropha
Pyramidella dolabrata
Caenogastropoda
Littorina saxatilis
Other Mollusca

Loligo bleekeri

Cape Verde Islands

Pontevedra, N Spain
Murcia, SE Spain

Porto Santo, Madeira Islands
Sagres, Portugal

Pontevedra, NW Spain
Murcia, SE Spain
Cape Verde Islands

Murcia, SE Spain

Gerona, NE Spain
Porto Santo, Madeira Islands

Pontevedra, NW Spain
Gerona, NE Spain
Antarctica

Pontevedra, NW Spain
Kingsbarns, Scotland
Kingsbarns, Scotland
Clachan Seil, Scotland
Clachan Seil, Scotland
Clachan Seil, Scotland
Kinkell Braes, Scotland
Tarragona, NE Spain
Murcia, SE Spain

Murcia, SE Spain

Ceuta, S Spain

Porto Santo, Madeira Islands
Porto Santo, Madeira Islands
Porto Santo, Madeira Islands
Oban, Scotland

Oban, Scotland

Sagres, Portugal

California, USA

California, USA

Sagres, Portugal

Sines, Portugal

Ceuta, S Spain

Ceuta, S Spain
Assumar, Portugal
Asturias, N Spain
Pontevedra, NW Spain
Pontevedra, NW Spain

Annobon Island, Gulf of Equatorial Guinea

AB028237
1-4

1-4
1-4
1, 2, AY098930
14

1, 2, AY098931
14
14

1, 2, AY098929

1, 2, AY098928
14

1-5
1-4
14

1, 2, AY098927
AY083457

1-5

14
14
1-5
14
NC_001816
NC_001761

1-5

AJ132137

NC_002507

* Numbers correspond to fragments in figure 2 or to accession entries from GenBank.
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Fi6. 2.—Mitochondrial DNA fragment amplified in this work and sequencing strategy. Arrows denote the localization and direction of the primers

used in the PCR amplification. See text for the primer sources.

Molecular and Phylogenetic Analyses

Gene boundaries were determined by comparison
with other gastropod mitochondrial genomes. Protein-
coding genes were delimited by their start and stop codons.
Deduced tRNAs were folded into their corresponding
cloverleaf secondary structure.

Nucleotide (for the mitochondrial rrnL gene) and
deduced amino-acid sequences (for the mitochondrial
coxl, nad6, and nad5 genes) were aligned using ClustalX
version 1.62b (Thompson et al. 1997) followed by re-
finement by eye. Ambiguous alignments and gaps were
excluded from the analysis using Gblocks 0.73b (Cas-
tresana 2000). Modeltest version 3.06 (Posada and
Crandall 1998) was used to estimate the evolutionary
model that best fit the nucleotide (mitochondrial rrnL
gene) data set. The Akaike information criteria (AIC)
implemented in Modeltest selected the GTR + I + T
(Rodriguez et al. 1990) evolutionary model.

Bayesian inferences (BI) of gastropod phylogeny
were performed with MrBayes 3.0b3 (Huelsenbeck and
Ronquist 2001) by Metropolis coupled Markov chain
Monte Carlo (MCMCMC) sampling for 1 million genera-
tions (four simultaneous MC chains; sample frequency
100; burn-in 1,000 generations). Bayesian analyses
were run independently at least twice, beginning with dif-
ferent starting trees (Huelsenbeck and Bollback 2001).
We used GTR + I+ I (for the rrnL nucleotide sequence
data) and mtREV (Adachi and Hasegawa 1996) (for the
coxl, nad6, and nad5 amino-acid sequence data) as evol-
utionary models. Support for tree nodes was determined
based on the values of Bayesian posterior probability
(BPP) obtained from a majority-rule consensus tree with
MrBayes 3.0b3.

To further confirm the gastropod trees reconstructed
by the Bayesian method of inference, the deduced amino-
acid sequences of mitochondrial protein-coding genes
(coxl, nad6, and nad5) were combined into a single data
set that was subjected to maximum-parsimony (MP) and
minimum evolution (ME) methods of phylogenetic in-
ference. The MP analyses were performed with PAUP*
4.0b10 (Swofford 2002) using heuristic searches (TBR

branch swapping; MulTrees option in effect) with 10
random additions of taxa. The ME analyses (Rzhetsky and
Nei 1992) were carried out with PAUP* 4.0b10 using
mean character distances. Robustness of MP and ME
analyses was tested by bootstrapping with 1,000 pseudo-
replicates each (Felsenstein 1985).

The sequences reported in this article have been
deposited in the GenBank database (accession nos.
AY345014-AY345055).

Results
A Molecular Phylogeny of Euthyneura

Phylogenetic hypotheses of gastropod relationships
were based on two different sequence data sets. The first
data set included the deduced amino acid sequences of
mitochondrial cox! (partial), nad6 (complete), and nad5
(partial) genes combined with the nucleotide sequence of
the complete mitochondrial rrnl. gene for 14 gastropod
taxa (fig. 3). The squid Loligo bleekeri (Sasuga et al. 1999)
was used as outgroup because most authors currently
consider cephalopods to be the sister group of gastropods
(Haszprunar 1988; Bieler 1992). This data set comprised
2,301 positions, of which 1,179 (mostly in the rrnL gene)
were excluded because of ambiguity in positional
homology assignment at gap-rich regions. The second
data set included the deduced amino acid sequence of the
mitochondrial cox/ gene (partial), combined with the
nucleotide sequence of the rrnL gene (complete) for 47
gastropod taxa. This data set comprised 1,986 positions
and was reduced to 857 homologous positions after the
exclusion of gap-rich regions (mostly in the rrnL gene).

The majority-rule consensus tree resulting from the
Bayesian inference based on the 15-taxon sequence data
set under the GTR + 1+ I' (/rnL gene) and mtREV (cox1,
nad6, and nad5 genes) substitution models is presented in
figure 3. The recovered topology rejected the monophyly
of Euthyneura, Pulmonata, and Opisthobranchia (fig. 3).
The relative position of the heterostrophan Pyramidella
dolabrata deep within Euthyneura (supported by a 100%
BPP) made this group paraphyletic (fig. 3). Pulmonates
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99 Berthella plumula
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| coxl |IJ’.?’HI_ u]] nad6 [ neel ¥ 1 —
Loligo bleekeri | | Cephalopoda

Fi6. 3.— 50% majority rule Bayesian tree for 14 species of gastropods inferred from a combined data set including sequences of the mitochondrial
rrnL gene (GTR +1+T") and the deduced amino-acid sequences of mitochondrial cox/, nad6, and nad5 genes (mt-REV). The numbers above branches
represent Bayesian posterior probabilities (only values above 95% are statistically significant). The squid, Loligo bleekeri was used as outgroup.
Mitochondrial tRNA gene rearrangements were mapped onto the inferred phylogeny. A question mark indicates the possibility that the rrnL, trnL, trnA,

trnP, nad6, nad5 gene order may be the ancestral state for Heterobranchia.

were recovered as a polyphyletic group. The inclusion of
the marine basommatophoran pulmonate Siphonaria
pectinata within the Opisthobranchia (100% BPP) made
this group paraphyletic (fig. 3). The marine systelomma-
tophoran pulmonate Onchidella celtica was placed with
P. dolabrata as sister group of Opisthobranchia + S.
pectinata (100% BPP) (fig. 3). Land stylommatophoran

pulmonates (Helix + Cepaea + Albinaria) were mono-
phyletic (100% BPP) and resolved as the sister group of all
other gastropod taxa included in the analysis (fig. 3). A
Bayesian analysis under the GTR + 14 I' (7rnL gene) and
mtREV (cox! and nad6 genes) substitution models, using
the same ingroup taxa but with Litforina as outgroup, also
recovered the Opisthobranchia + S. pectinata clade (99%
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BPP) as well as the basal position of O. celtica and P.
dolabrata (99% BPP) with respect to Opisthobranchia +
S. pectinata (not shown).

Both the MP and the ME phylogenetic inferences
based on a 15-taxon data set that combined the deduced
amino acid sequences of mitochondrial cox!, nad6, and
nad5 genes and with Loligo as outgroup recovered con-
gruent trees that also supported the Opisthobranchia +
S. pectinata clade (97% and 100% bootstrap values, re-
spectively) as well as the basal position of O. celtica and
P. dolabrata (83% and 98% bootstrap values, respectively)
with respect to Opisthobranchia + S. pectinata. The same
two nodes were also supported with high bootstrap values
when the deduced amino acid sequences of mitochondrial
cox] and nad6 genes and the same ingroup taxa were
analyzed, with Litforina as outgroup (not shown).

The new gastropod phylogeny was further confirmed
by a Bayesian inference based on an extended 47-taxon
sequence data set. The majority-rule consensus tree
resulting from the Bayesian inference under the GTR +
I 4+ I' (’'rnLl gene) and mtREV (cox/ gene) substitution
models is presented in figure 4. The recovered phylogeny
was in agreement with that based on the 15-taxon data set.
Euthyneura are not monophyletic because of the relative
position of the heterostrophan P. dolabrata. Pulmonata
is polyphyletic with basommatophoran, systelommato-
phoran, and stylommatophoran lineages recovered in
different positions of the tree. The basommatophoran S.
pectinata was included within the Opisthobranchia with
high statistical support (100% BPP). The systelommato-
phoran pulmonate O. celtica together with P. dolabrata
were placed as the sister group of the Opisthobranchia+ S.
pectinata clade (90% BPP). Stylommatophoran pulmo-
nates are monophyletic (100% BPP), and together with the
marine ellobioideid pulmonate Myosotella myosotis, were
placed as the most basal of the analyzed gastropod
lineages. Within Opisthobranchia, the order Sacoglossa
was recovered as the most basal group (fig. 4). The orders
Anaspidea, Tylodinoidea, and Cephalaspidea formed
a well-supported clade (100% BPP). The validity of the
order Architectibranchia as an independent opisthobranch
lineage was confirmed by our analysis. The order Pleuro-
branchoidea was located within Nudibranchia, rendering
the latter paraphyletic (opisthobranch intrarelationships
will be further analyzed elsewhere).

trnP Gene Rearrangements

A fragment of 3,600 bp including partial sequences of
the mitochondrial cox! and nad5 genes and the complete
sequences of the mitochondrial trnV, rraL, trnL(cun), trnA,

trnP, and nad6 genes was analyzed for 14 species of
derived gastropods. The most striking result from the
comparative analysis of these sequences was the variable
position of the mitochondrial #7nP gene in the different
gastropod lineages that defined three distinct groups
(fig. 3). All analyzed opisthobranchs, the pulmonates
Siphonaria pectinata (order Basommatophora) and
Onchidella celtica (order Systelommatophora), as well
as the heterostrophan Pyramidella dolabrata shared the
same gene order with the #7nP gene between the trnA and
nad6 genes (fig. 3). The stylommatophoran pulmonates
Cepaea nemoralis and Helix aspersa shared the same gene
order with the #rnP gene located between the nad6 and
nad5 genes (fig. 3). Finally, the stylommatophoran pul-
monate Albinaria coerulea presented a unique gene order
with the frnP gene between trnL(cun) and trnA genes

(fig. 3).

An Indel in the Deduced Amino Acid Sequence
of the cox! Gene

The deduced amino acid sequences of the cox!, nad6,
and nad5 genes of the same 14 species of derived
gastropods were screened for indels. A single informative
amino-acid indel was found at position 46 of the
mitochondrial Cox1 protein (numbered according to
the Roboastra europaea Cox1 amino acid sequence). The
indel in the Cox1 protein was further analyzed in a larger
data set that included 47 gastropod species. All analyzed
opisthobranchs, as well as the pulmonate Siphonaria
pectinata, had a Glycine at that position (fig. 5). The
remaining pulmonates and the heterostrophan Pyramidella
dolabrata had a deletion (fig. 5). The caenogastropodan
Littorina saxatilis had a Glycine at that position, and the
squid Loligo bleekeri had an Asparragine at that position.
We searched GenBank for additional gastropod cox/
gene sequences and found that Caenogastropoda and
related groups (formerly included in Prosobranchia),
as well as the heterostrophan Cornirostra pellucida,
shared a Glycine at position 46 of the mitochondrial
Cox1 protein. In contrast, all mitochondrial Cox1 amino
acid sequences of Pulmonata found in GenBank (except
Siphonaria zelandica) had a deletion at the above-
mentioned position (fig. 5).

Discussion

Here we present a molecular phylogeny of Euthyneura
based on mitochondrial sequence data that resolves several
controversies regarding phylogenetic relationships of the
major lineages of gastropods and supports a revision of

—

Fi6. 4—Bayesian tree for 47 species of gastropods inferred from the nucleotide sequences of the mitochondrial rrnL gene (GTR +1+4-T') and the
deduced amino-acid sequences of the mitochondrial cox1 gene (mt-Rev). The numbers above branches represent Bayesian posterior probabilities (only
values above 95% are statistically significant). The Caenogastropod Littorina saxatilis was used as outgroup. Filled and open triangles indicate
alternative hypotheses for the evolution of the indel at position 46 of the mitochondrial Cox1 protein (numbering corresponds to the amino acid Cox1
sequence of R. europaea) (see text). A, /A indicate a proposal amino acid deletion. V¥ indicates a proposal insertion.
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Roboastra europaea™
Pupa strigosa*
Chelidonura africana
Aplysia punctata

Umbraculum mediterraneum

Berthella plumula
Aeolidia papillosa
Ascobulla fragilis

Siphonaria pectinata
Siphonaria zelandica*®

Salinator solida™

Onchidium sp.*
Onchidella celtica

Helix aspersa

Cepaea nemoralis*
Elona quimperiana
Rumina decollata
Albinaria coerulea*
Hedleyoconcha delta*
Myosotella myosotis
Ophicardelus ornatus*

Pyramidella dolabrata

Cornirostra pellucida*

Cancellaria undulata®
Conus miles™

Mitra cucumerina*
Dicathais orbita*
Littorina saxatilis*
Nassarius burchardi*
Nerita atramentosa™
Montfortula rugosa*

Loligo bleekeri*

SLLIRFELGTAGAFLGDDHFYNVIVTAHAFVMIFFMVMPLMI
SLLIRFELGTAGALLGDDHFYNVIVTAHAFVMIFFMVMPLMI
SLLIRFELGTASAFLGDDHFYNVIVTAHAFVMIFFMVMPLMI
SLLIRFELGTAGAFLGDDHFYNVIVTAHAFVMIFFMVMPIMI
SLLIRFELGTAGAFLGDDHFYNVIVTAHAFVMIFFMVMPMMI

SLLIRFELGTSGALLGDDHFYNVIVTAHAFVMIFFMVMPLMI
SLLIRFELGTAGALLGDDHLYNVIVTAHAFVMIFFMVMPLMI

SLLIRFELGTSGAFLGDDHFYNVIVTAHAFVMIFFMVMPLMI

SLLIRFELGTAGAFLGDDHFYNVIVTAHAFVMIFFMVMPLMI
SMLIRLELGTAGVMLGDPHLYNVIVTSHAFVMIFFLVMPAMI

SLLIRFELGTAGVLM-DEHFYNVIVTAHAFVMIFFMVMPLMI |

SLLIRFELGTAGVLL-DDHFYNVIVTAHAFVMIFFMVMPLMI
SLLIRFELGTVGVLL-DNHFYNVIVTAHAFVMIFFMVMPLMI

SWLIRFELGTSGVLT-DDHFYNVIVTAHAFVMIFFMVMPIMI
SLLIRLELGTAGVLT-DDHFYNVIVMYAHALYDLFMVMPIMI
SLLIRLELGTSGVLS-DDHFFNVIVTAHAFVMIFFMVMPIMI
SLLIRLELGTAGVLT-DDHFFNVVVTAHAFVMIFFMVMPIMI
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SLLVRLELGTAGVLL-DDHFFNVIVTAHAFVMIFFMVMPLMI
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SLLIRAELGQPGALLGDDQLYNVIVTAHAFVMIFFLVMPMMI
SLLIRAELGQPGALLGDDQLYNVIVTAHAFVMIFFLVMPMMI
SLLIRAELGQPGALLGDDQLYNVIVTAHAFVMIFFLVMPMMI
SLLIRAELGQPGALLGDDQLYNVIVTAHAFVMIFFLVMPMMI
SLLIRAELGQPGALLGDDQLYNVIVTAHAFVMIFFLVMPMMI
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Opisthobranchia

Basommatophora (Pulmonata)

Basommatophora (Pulmonata)

Systelommatophora (Pulmonata)

Stylommatophora (Pulmonata)

Ellobioidea (Pulmonata)

Pyramidelloidea (Heterostropha)

Valvatoidea (Heterostropha)

Caenogastropoda

Neritopsina
Vetigastropoda

Cephalopoda

FiG. 5.—Indel event in the deduced amino acid sequence of the mitochondrial cox/ gene of several gastropods. The indel is shown in bold and
corresponds to position 46 in the Cox 1 amino acid sequence of R. europaea. For opisthobranchs only representatives of the main lineages are shown. The
following Cox1 amino acid sequences (denoted by an asterisk) were retrieved from GenBank: AY083457, NC_002179, AY296849, AY296845,
AY296844, NC_001816, NC_001761, AY296871, AY296850, AY296842, AY296841, AY296840, AY296839, AY296838, AJ132137, AY296837,

AY296824, AY296819, NC_002507.

gastropod systematics. The monophyly of both Opistho-
branchia and Pulmonata, as well as that of Euthyneura, is
clearly rejected (figs. 3 and 4). Opisthobranchia was
recovered as a paraphyletic group because of the inclusion
of the basommatophoran S. pectinata. The taxonomic
position of the marine Siphonarioidea within the basom-
matophoran pulmonates has been discussed extensively
(Kohler 1893; Haszprunar and Huber 1990; Nordsieck
1992). Haszprunar and Huber (1990) suggested the
inclusion of Siphonarioidea in the basommatophoran,
based on the symplesiomorphic presence of osphradium,
pallial ciliary tracts, and several features of the nervous
system (Tillier, Masselot, and Tillier 1996). Recent
molecular studies based on 18S and 28S rRNA nuclear
genes failed to recover Basommatophora as a monophyletic

group (Tillier, Masselot, and Tillier 1996; Yoon and Kim
2000; Dutra-Clarke et al. 2001). In these studies, marine
and freshwater basommatophorans are separated into
clearly distinct groups that may be related to Opisthobran-
chia + Systelommatophora (in agreement with our results),
and land Stylommatophora, respectively (Dutra-Clarke
et al. 2001). In contrast, a recent study (Wade and Mordan
2000) based on a nuclear fragment including partial 5.8S
rDNA, complete ITS-2, and partial large subunit rDNA
sequences recovered Siphonaria as the sister group of other
pulmonates. Hence, the phylogenetic status of Siphonaria
(and Basommatophora in general) remains controversial.
The placement of the systelommatophoran Onchi-
della in a basal position relative to opisthobranchs
independently rejected the monophyly of pulmonates



(figs. 3 and 4). Different morphologists have considered
systelommatophorans as either opisthobranchs (Boettger
1955), pulmonates (Haszprunar 1988; Haszprunar and
Huber 1990; Tillier and Ponder 1992) or even as an
independent group closely related to opisthobranchs
(Salvini-Plawen 1970).

The heterostrophan Pyramidella was recovered
within the Euthyneura rendering this clade paraphyletic
(figs. 3 and 4). In fact, pyramidellids have been considered
by many authors to be opisthobranchs (Thorson 1946;
Fretter and Graham 1949; Thompson 1973) because both
groups share a rhinophoral nerve, a sinistral larval shell
produced by the planktotrophic veliger (heterostrophy),
simultaneous hermaphroditism, and the absence of a
pectinibranch gill (ctenidium), among other characters.
However, some authors criticized the validity of these
characters as true synapomorphies (Gosliner 1981; Rob-
ertson 1985; Haszprunar 1988).

Interestingly, we found two mitochondrial RGCs, the
relative position of the #7nP gene and an indel in the Cox1
protein, that can be used as a valuable independent source
to confirm and strengthen phylogenetic relationships
within Heterobranchia (Euthyneura and heterostrophans)
recovered from primary sequence data. The mitochondrial
gene order is highly conserved in Heterobranchia with few
tRNA gene translocations (Kurabayashi and Ueshima
2000b; Grande et al. 2002). Hence, the distinct relative
position of the #nP gene in different taxa (fig. 3) seems a
very promising phylogenetic marker. According to our re-
sults, the mitochondrial gene order rrnL, trnL(cun), trnA,
trnP, nad6, and nad5 is associated with the Opisthobran-
chia + Onchidella 4+ Pyramidella clade, and it might
represent a molecular synapomorphy of these taxa.
However, it is also likely that this gene order may be the
ancestral state of Heterobranchia. The relative position of
the mitochondrial #nP gene would need to be determined
in more heterostrophans and pulmonates to discern
between these two competing hypotheses. According to
our results, a Glycine in position 46 of the Cox1 protein
was present in Caenogastropoda and related basal gastro-
pods (formerly included in Prosobranchia) and was further
deleted in the ancestor of Euthyneura + Pyramidella. A
reversal (or a convergence) due to structural constraints to
the ancestral condition in gastropods (i.e., presence of
Glycine) may have occurred in the ancestor of Opistho-
branchia + Siphonaria. Alternatively, although less
parsimonious, several independent deletions of the Gly-
cine in different lineages of pulmonates (except Siphona-
ria) and the heterostrophan Pyramidella may also explain
the pattern found with equal likelihood.

The phylogenetic hypothesis presented here corrob-
orates the close relationships among all lineages of
opisthobranchs (their monophyly is only rejected because
of the relative position of Siphonaria), as previously
suggested (Thiele 1931; Grande et al. 2002); yet it strongly
rejects the validity of pulmonates as a natural group
(against most morphological studies; e.g., Haszprunar and
Huber [1990]; Dayrat and Tillier [2002]). These results
stress the need of a thorough re-evaluation of the
morphological characters that were used to define the
monophyly of pulmonates, and they support the in-
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dependent and recurrent evolution of the lung as the
respiratory surface in gastropods. The recovered phylog-
eny provides a robust phylogenetic framework for many
comparative studies involving this group and may allow
a better understanding of evolutionary trends within
gastropods.
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(Owolllord 0000) ubilD Deuriltil OearOOel
(0D ullreel oltiol il elledt) witd 10 raldold
Otelwile additiolll ol talla. 0 0:1 tralOverlioO
(0v): tralDitiod (O0) weilOi00 0DOOel e wal
ulled balled ol el Oirilal evidellle (00/0v=
0.00). We ulled tle 0Okaike illor0 atiol Orite)
riol (OIC) i0 OO elted i0 O (DEOOEODD verDioO
0.00 (DoOada ald Craldal 1990) to deter)
0 ile tle alllirolriate O odelol evolutiod. 010
wal Oerlorl ed il 00UD* ubilO tOe GOR O odel
(Rodrilluel et al 1990) alld oltill iled Oaral )
eter valuell. 0O0e robultlell o 00 ald O0
allaMiel wal telted bl bootOtralild witl
1 000 O0eudorelinated.

Balleliall illerelle wal Oerlord ed witl
0rBalledl 0.0b0 (Huelelbelk alld Rol-uilt
0001) balled ol a Dol biled data Oet tOat
il0Lided tOe dedulled [Oartiall al ilo)alid
Oe-uellel ol lofl 7 Oelle alld tOe Oartial
Oullkotide Oe-uellel ol rrill Telle ulill tle
0 tRED (or 0O tREOD+I+G) (0 dadDdi aOd
HalleDawa 1990) ald tlOe GOR+I+G
(Rodrilluell et al 1990) OubOtitutiol 0 odel
relleltivelM (‘Det O0Oartitiodl’ alOd ‘ub0O0k’
olltioll). Balelial i00erelle wal hullled



Dablk 0
0ilt ol Oal O[e0 alaMOed il tOil Otudd

O0eDied DoDaltd

GelBalk all. Ood.

(DI00H( BRO NCHID

0 rO0ite0tibral00ia
Oulla Otrilo*
[ ilrol elb ulldata
CelDalb0Olidea
Hall iloea Dalidelelita
[0iile allerta
Clelidolura allrilalla
Rulllila Oorolata
O Dal0idea
[0 0M0ia Dulltata
Detallllera Oetalillera
[ olkbrillera dolbrillera
[alo0bO0a
0 00obulla Oralild
O 0bdiloidea
Ul brallulll 0 editerralleul]
00bdilla Oerverlla
Oeurobrallloidea
Bertllella 0L ulk
[leurobrallillaea [ ellkell
Batlllibertllella alltartilla
NudibralOlia
[ eolidia Dallilbla
Roboalltra eurollae*
000ulk Dibbola
[ orill 00eudoardull
[allelila bolitolielnid
Derlilel terllillel
( O000idoril O urilata
Cadliia Bevill
Oetdo0 Gl bria
Clroll odorill krol0i
[Okbelila allidil
O&thdorill arllo
Oall bja Deutae
[ Mila balOuednoid
[il0odorill Do00ulla
O eldrolotull rolldolull
Davorillull bradffialil
Cutllolla ollellata
Rolitallla Oulllra
[rio00a [ allulata
Eubral00ul 00.
Halllolkia ulilata
ouoo (NDOOo
000teDdO 0 atolDora
(000idelk Oeltila
Balloll [ atollora
OilloDaria Oeltillata

Calle 0 erde I0GROdD

DoOtevedra. N O0ail

0 urbia. OE ODail

Dorto Dalto. 0 adeira I0GOdD
Dalrel. Dortulal

DoOtevedra. NW O0ail
0 urlia. OE O0ail
Calle O erde I0BROD

0 urlia. OE O0ail

Gerolla. NE O0ail
Dorto Dalto. 0 adeira I0GOdD

Doltevedra. NW O0ail
Gerolla. NE 00ail
0 DtartiDa

DoOtevedra. NW O0ail
KilOObarDO. O00othid
KilOObarlO. O00othid
ChO0al Deil D0otkOd
CO0al Oeil DOothOd
CO0al Oeil DOothOd
KilkeMBrael. O0othild
Darralola. NE O0ail

0 urDia. OE O0ail

0 urDia. OE O0ail

Ceuta. Otrait oll Gibraltar
Dorto Dalto. 0 adeira I0GOdD
Dorto Dalto. 0 adeira I0GOdD
Dorto Dalto. 0 adeira I0GOdD
( ball. D0otkOd

( bal. 00otlkOd

Dalrel. Dortulal

CalilorDia. Welt o0 UDD
CalilorDia. Welt o0 UDD
Oalrel. Dortulal

Oilel. Oortulal

Ceuta. DOtrait oll Gibraltar

Ceuta. Otrait oll Gibraltar

oBooooono
0yooootn

oyooootno
oyooootno
oyooooto
oyooooto

0yooooi9
0yoooooo
0yooooot

oyoooooa

oyooooon
oyooooon

oyooooono
oyoooooo
oyoooooo

oyooooono
oyooooono
oyooooo9
oyoooooo
oyooooon
oyoooooo
oyoooooo
oyoooooo
oyoooooo
oyoooooo
oyooooon
oyooooon
oyooooon
oyooooo9
oyoooooo
oyonooot
oyoooooo
oyoooooo
oyoooooo
oyoooooo
oyoooooo
oyoooooo

oyoooonn

oyooooos

(OHER GO ODR(O(OD
O0ral idebidea
O0rall idellh doBbrata

0 00obol I0GOd. Gull oll Guillea

0yooooon

*Dire0td retrieved Oroll GeOBalk

witl ralldoll [Otartill treel ald rul [Oor
1 000 000 [Deleratioll 0al 0000 tOe O arkov
O0aill at ilterval ol 100 Oeleratioll. [Oour
Oeated 0O arkov O0aill (ulill delaulx Oeatill
valliell) were ulled. 0 totallod 1 000 out oll te
10 000 relulkilOD treel were dilllarded al
“burl)il”. Do elOure tOat O arkov O0aill were
Dot tralled ol [bOal oltil a Balleliall illller)

ellledl were Derllorl ed twille belilOi00 witl
dillereOt Otartill treel ald allarelt Otatiol)
arl [evell were 0ol Oared 0Oor OolverOelle
(HuellleObelk alld Bolbalk 0001). Dullort Oor
tree Dodell wall deterll iled baled ol tle val
uell ol Ballelliall DoOterior Orobabiltd (BOO)
obtailled Oroll a O ajoritl)rule DoO0elOul tree.
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Cephalaspidea

3

72

Philine aperta —

76

Chelid L

africand

Runcing coromata

58

15

gy I
- Tvlodina perversa

Umbraculim mediterraneum

Anaspidea

|Tylodincidea @'ﬁs

100 Dadabrifera dolabrifera
4‘“]“5Pe!r#ﬂfcm;wmﬁ ferd
) Aplvsia punctata
Pupa sirigosa

100 |
72 Micromefo undata

|Architaclibranchia @

Hanecockia uncinata

Tethys fimbria
Nudibranchia

70

B84

o5 Favorinus branchialis
EZD Facelina bostoniensis

Flabellina affinis

. frond.
I s |

(Cladobranchia)

Opisthobranchia

Aeolidia papillosa

Eunbranchus sp.

66

i}

Cuthona ocellata

Tergipes tergipes
Bertivella plumula Pleurobranchoidea

Bathvberthella amartica

Plenrobranchaea meckeli

Platvdoris argo

61

95
50

86

Cink

Ascobulla fragilis I Sacoglossa

Pyramidella dofal

—— 50 changes

54
8258 Rosh
74
Discodoris confusa

_aBDGkHi}m Taevis
59 Aldisa banyulensis

Triopha macwlata

iphonaria pectinara | Basommatophora 5@ <&

g puelelira

MNudibranchia
(Anthobranchia)

N

Roboastra enropaca

Tambja centae

Chromodoris krohni
Ancula gibosa

Doris psendourgus

Onchidoris wuricata

Pulmonata

-l

()m-h:‘delr.‘n:-cmm| Systelommatophora @% <
| Pyramidelioidea &Y

Opisthobranchia
Pulmonata
Heterostropha

-

Oilure 1. 000DOeletil reftiol00i00 ol ( OiltOobralllia al ilferred Orol tOe DartialOullkotide De- uellel ol tle O itol0oldrial ol 7 (o0 Oir0t ald
lello0d OolitiolO) ald rri0 Oelel. O0e 00 tree il DOowd. 00e Oul berl above alld belbw bralllel are bootOtral valluel Oorredlo0dil0 to tle 00
(Ov:00 =10:1) ald 00 (GOR+I+G O odeD) D00DbOeletil alalMiel relleltivel. O0rall idelx wal uled all outOroul.

B. ReBults

I00DbOeletil relbtiol 0000 all ol
olliltOobrald00 were relolOtrulted baled ol
two dillleredt Oe- uelle data Oetd: ole i00id)
ed Dullkotide Oe-uelOel ol Dartial O itoO0o0)
drial Joll 7 (o0 Oir0t ald Oelold OoDitiodO)
alld rri0 Delell wlereal tle otler wal a 0ol )
biled data Oet ol tle dedulled all ilo)allid

Oe- uellllel ol ol 1 Oelle alld tle Oulllkotide
Oe-uellel ol rrl Dele.

O0e Oir0t data Oet Orodulled al aliOD edt
o0 090 OoMitiodO. O0e Oi00 variabiltd edOibit)
ed bl rrf0 Oele [Oe-uellel 0Oall Oered tle
allle0nn edt ol Dol obOoul Oolitiodd il diller)
elt Dartl ol tOeir all00 elt alld tOull 911 Ooli)
tiolll were elllllded. 0 totalol 000 OoMitioON
were ilvarialt alld 000 were [Oarlil o00)



Haminova callidegenita

Tvloding perversa

100 Dalabrifera dolabrifera
_mErﬂ‘mh}cm petalifera
Aplvsia prncrata
Pupa strigosa

100|
Micromelo undata

Hancockia uncinata

Anaspidea

Tethys fimbria

Dendronetus frondosis

Flabellina affinis

Tergipes tergipes

100
Philine aperta
| 99 Iperte

Chelidonura africana

Favorinus branchialis
Facelina bostoniensis

Aeolidia papillosa

Eubranchus sp.

Cuthona ocellata

Berthe

Cephalaspidea

Runcina coronata

Umbraculum mediterraneumn | Tylodincidea @é

.‘,‘,;\ﬁ‘fh

Architectibranchia ({75
o

MNudibranchia
(Cladobranchia)

100

Platvdoris argo

Cadfina laevis

55

Tambja cenrae

Triopha maculata

97 Ancula gibosa
I—Dnn'\' psendoargus

Onehidoris muricata

Batfivberthella antartica

Plewrobranchaea meckeli

Rostanga pulchra

Discedoris confisa

Aldisa banvilensis

Roboastra enropaca

Chromodoris kroli

e pl Pleurobranchoidea

Nudibranchia
(Anthobranchia)

AN

Sink
'f

fa pechinaia | Basommatophora ? =4
-

Ascobulla fragilis | Sacoglossa <

0.1

Onchidella celiica | Systelommatophora <

Pyramidella r.‘uhr.‘rraml Pyramidelioidea y <

Opisthobranchia

Pulmonata
Opisthobranchia
Pulmonata

Heterostropha

Oillure 0. Balelial 00% 0 ajoritl rule DoO0el0ull tree illerred Oroll tOe dedulled al ilo alid Oe-uelOel ol tle O itol0o0drial Jof7 Oele (O tRED)
ald tOe Dulkotide Oe-uellel ol tle O itol0o0drial rri0 Oelle (GOR+I+G). O0e Dul berl above bralllel relrelelt Balelial DoDterior Orobabiltiel
(oM valuel above 90% are Ool0idered al Otatiltilalll Di0Qili0a0t). O0rall idella wal ulled al outOroul.

il0or0 ative. 00 allaMOel arrived at olle [ ollt)
Darfil olioul tree o0 0 000 OtelD wiel a O:1
Ov:00 weill0ti00 wal ablul ed (Cl= 0.00; Rl=
0.00) (mio. 1). 0DOe DOOtelO O atolllora
( 000idella wall tle O ot balalilOroul OOeale.
00e DalolbOOal O O0obulla wal tle Oelt O0eale
brall00i00 ol tle tree (Oid. 1). 0O0e balol )
0 atolOorall Oull olate Lillllofaria wall rellov)
ered witlil (Oi0tDobralOO0ia (Oi0. 1). 0Ole
relovered tolobI0 O0owed two 0i00M Oullort)
ed 0 aill O0ealleld witlil oliltOobrall00: olle
il0luded CelDalkOlidea 0O0allidea ald

O0Dbdiloidea wlereall tle otler i00Mided
0 rO0iteOtibral0ia alld Nudilleura
(NudibrallOlia + [Olkurobrallloidea) (Oid. 1).
O00e 0 olo0O0M ollealll ol tOe Oroull witdil te
two 0 aill l0ealell wal Oullorted bl il boot)
Otral valued (Oi0. 1). However tle reltive
Dolitiol oll [leurobrallloidea witlil
Nudibrallllia relldered tle [htter OaralO0Otil
(0i0. 1). 0 Deberal ik ol relolutiol wal
oblerved witlill tOe terl ilalOroull tOat wal
Okel relted witl tOe Oi00 [evel ol Oaturatiol
Ooulld i0 0O itoO0oOdrial Jofi 1 Oelle at tle



Oullkotide [Ekvel (0ot OOowd). 00 ()DO=
10 000.00) arrived to a tree witl tle Dal e
brall0i00 OatterO (Oi0. 1).

O0e Oelold data Oet Orodulled all aliill)
0 elt ol 1090 DolitiodO. O0ter red ovill al
al billuoul OolitiolD (0 o0t il tOe rril Oelle)
a totallol 000 DolitiolO were ulled Dor OurtOer
O000bOeletil alaliel (090 Oullkotide Ooli)
tiolO Oor rrill Delle alld 090 illerred al ilo)alid
OoNitioOO Oor ol 1 Oelle). Balelial illeredlel
balled oll tOil data Oet ulill tOe GOR+I+G
(Dulkotide Oe-uelle data) ald tOe 0O tRED
(al ilo alid Oe- uelle data) OubOtitutiol 0 od)
el were [Oerlorl ed. 0O0e relol0trulted
Balellial 010% 0O ajoritd)rule OoOO0elOul tree il
dellilted il Oilure 0. 0OR&erOativell a Balelial
il0ered0e ulbil0 tOe O tRED+I+G OubOtitutiol
0 odelllor tle al ilo allid Oe- uelllle data rellov)
ered tle Oall e tree alld 0Oill itr Dolterior Oroba)
bilitl vallel Oor alltle Oodel (Dot OOowD). O0e
relovered tolobOl Oullorted tle balal Ooli)
tioll ol tle order DalloObOla (reliredelted bl
0 O0obullk) witl rellelt to al otOer Otudied
oliltDobral0OO (Oi0. 0). O0e balol)
0 atoOOorall Oull olate fOillllollaria wal relov)
ered witlill ( Oi0tOobralOOia. 0O0e rel aidil0
Otudied oliltDobrallld were relolved ilto two
diltil0t OOealel: ole il0uded CelOalhllidea
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Dilure 0. 0ol e eDal 0D ol Outative OellaDbol Otrulturel witlil
Oo0 ail Il ol tOe O itoO0oOdrialrril Oele il Nudilleura. O0ele Otrull)
turel are ablelt il tOe otler tala Otudied. 0: HallOolkia ullilata;
B: Okbella allidil; C: Eubraldful 00.; 0 : Batllbertlellh alltartila; E:
[eurobralliliaea [ ellkeli; 0: Roltallla Dullillra; G: [ Milla balOulenDil;
H: Oriolllla [ allulkta.

0 Dallidea ald O0Dbdiloidea wlereall tle otler
il0uded Or0O0ite0tibrall0ia ald Nudilleura.
Witlil Nudillkura [O[kurobralllloidea wal
relovered witllil Nudibrallllia relderill tle
(tter Daral00ti0 (Oi0. 0). HidOer OulOort Oor
tle dillerelt illerred OMhdel all well all Oil0Oer
relolutioll ol terl ilallodel were oblerved.

I0 additiol to tOe O00DbOeletil alaMlel ol
Orid arl Oe-uelle data tle OelloOdard Otrul)
ture oll rrJ0 0 ito00o0drial Dele wal elllbred
Oor al tOe Otudied tala (Oi0. 0) i0 order to
Oearl0 Dor alO O00MOeletilall i00orD ative Oil)
Oal (O0deard et al 0000). We illlerred tle
tlree Oelilalbol Otrulturel (witlil O o0 aidl Il
Il ald 0 olb tle rriid O itollolOdrialOele) tOat
were [revioullll ulled al O00DbOeletilall
il0orD ative OO0aralterl il a relelt Otudd ol
Heterobrallllia (a 0Otel ol Oaltrolodd tOat
il0deld EutdOOeura + Heteroltrolllla) (O0deard
et all 01000). No DellaDbol Otrulturel were
Ooulld withill Dol ailll I alld 0 i0 all ol tle
Otudied tala. IOtereOtilOM 0O el berl ol tle
Nudillkura Ohde (Clhdobralllia
Okurobralllloidea ald 0 OtOobrall0lia) O0ared a
OelilaDbol Otrulture witdil Oo0 ail Il ol tle
rrill DelloOdard Otrulture wiill il abOedt il te
otler Otudied talla (Oi0. O).

B. DiBGuBBioh

O0e Orelelt Otudd Orovidel a robult 000MD)
Oelletill O00otOelil Oor tle reltiolOOiO0 al oll
dilleredt OOealel ol oliltOobrallll baled ol
[ itol0oldriallele Oe- uelle data. O00DbIOeletil
allalOel ol Dartiald itoO0oOdrial ol 7 (o0 [irOt
alld Oelold DoMitiodd) alld rrid Dele Oullkotide
Oe- uelllel reloO0trullted ratOer ullrelobved
tolobbliedl DOartilulrl at terl ilal Oodel.
However tle Ballelliall allalil balled ol a 0ol )
billed data Oet i00Mdil0 tOe dedulled al ilo alid
Oe- uellel ol [ itol0oOdrial fofl 7 Oelle alld tle
Oul®otidel [Oe-uellledl ol [ itolOoOdrial rrifd
Oele arrived at a Oil 0 rellobred tree tOat il our
belt O00otOelil Oor tle O00DOeletil relhtiol)
00i00 ol oliltOobralllOl. OOe dilleredle il relo)
[tiol betweel botl O00DbOeletil treel wal Oke)
M due to Oaturatioll ol O itol0o0drialle- uellel
at tle Oullkar [Bvel (but Dot at tle al ilo alid
[eveD tOat relulted il al adverlle O0O0DOeletil
Nil0al¥Ooile ratio (Zardola alld O eller 01001) il
tle Oirlt Oe- uelllle data Oet.
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0M000DbOeletil alaMiel Oerlord ed il tOil
Otudd relovered tle ballol O atolloral OuD
0 ollate Ulillllofaria witlil ( Oi0tDobralO0ia.
0 elilitiol ol ( DiltOobralO0ia il OurredtM value
belaulle ol tle retelltiol ol Oril itive Oad)
trolodl O0aralterd il tle [kalt derived 0 el )
berl oll (DiltDobrallOia (KoOkr 1090; Oretter
alld Grallall 1909; Oretter alld Grallal 19010;
RilbD 1900; GOilell 1900; Robertlod 1900;
GollOer 1901; OiMer 1900; HaOOOruOar ald
Huber 1990; Dalvili)dhwel 1991; 0O ikkeel
0000). (ur refulxd OroO Ot Dor a re)evaluatiol
oll tle 0ol ob0O ald Otatel oll tle 0 orl0obOi)
Oal0O0aralterl ol Jillllofaria takill ilto alOoult
itl Oew O00DbOeletil Dolitiol witdil oliltOo)
brall00 all welMal Oor a revillioll ol tle 0 orllo)
bOilal 0O00alol orOiel  tOat diallole
(DiDtDobralOMia.

O00e balal Oolitiol ol tOe OalolbOOal
0 00obulla witl relllelt to tle otler odiltdo)
bral000 wall alllo relovered il all D00DOeletil
allallOed. 0O0i0 relul i0 i0 alreel eOt witd Orevi)
oull [ orl0obOilal Otudiel tOat Oave 0OO0owl
O00obulla to be a verll Oril itive talol witlil
olliltDobral000 witd 0Olkliol or0il O0aralterd
Oul0 al Oead O0iel elterfalllel ald Ohl0atidiul
(0000 ekel 1900; Jelled 1990; 0OikkeMel
1990). [Orevioul Otudiel OulOelted 0ol e O el )
berll ol 0 rO0itedtibralllia (U Oteoll or alterlative)
M Ri0Oifulz) al tle 0O olt balal oliltOobralddl
(GolliDer 190 1; DDOD ekel 1900; 0O ikkeMel
1990; 0OikkeMel 0000). Do validate ol tOild
O00otOelil ald to OearO0 Dor tOe orilil ol tle
olliltDobrallON [ 0teoll alld Rilfiflula DOould be
il0luded il Outure O olelular alallel.

0MO00®Oeletil alaliel OerlorD ed il tOil
Otudd relovered two diltillt 0OOealel witdild
(DidtDobradO0ia tOat await Oor0 al delOridtiod:

olle il0ided CelOalhOlidea 0O0allidea ald
O 0Dbdiloidea ald tle otler i000uded
0 rO0iteOtibral00ia alld Nudilkura.

CelOamhO0idea are O0aralteried bl two O orllo)
blilall00alol orlllied (Dablk 0 ald Oil. 0): tle
Orelele ol tlree Oillard Ohtel ald Okled/ello)
O0roul Dilated Otri00 (OikkeMed 000O0). (ur
refultl OuOOort tleir 0 oloOOOM ald the edil)
tellle ol tOree dilti00t O0ealel withil tOil Oroul:
Bullbidea 0OU0il0oidea alld Rulliloidea tOat are
relrelelted bl Hall illoea [0illle+ Cllelidolura
alld Ruflila rel0eltivel. (0 tlel o0 tle
allinnn edt ol Rulliloidea to Cellamllidea wall

- ueltioled (( dOOer 1900). However 0O0aral)
terll il tOe Oervoull alld relrodulltive O00tel 0O
(witl olell Oel ilalOroove alld O0erd atill bulb)
Oullort tOeir allillitiel to OelDalOOideall
(Krell 1900; 0000 ekeld 1900).

0 el berll ol the Or0O0iteOtibralllia were
traditiolalll il00ided witlil CelDalhOlidea
altOoull relelt O orl0oOilal Otudiel O0owed
tOat botd Oroull were ol ulited bl OkOiol or)
O0ield (OikkemMed 1990; OikkeMed 0000). (ur
relulkl OulDOorted radilalll dilleredt orililO Oor
CelDamlk0lidea alld O rO0iteOtibralO0ia. 00 Doilt)
ed out bl 0Oikkelel (01000) 0Or0O0iteDtibralO0ia
are llkell Oot 0 ollo000Mktil ald O ore rellrellel)
tativell oll tle Oroull Oeed to be illlded il
Outure [ olelular O00MDOeletil alallel to
rellolve tleir O000tel atil.

O0e 0 olo0OOM ol OOallidea all rellovered
bl our alaMiel il welOulOorted botl oll 0 or)
O0o0Oilal (0000 ekel 1900; OikkeMed 1990;
0 ikkeMed 0000) ald O oleQular Orouldd
(00oMeOdod 1999b; O edila ald Wamd 0000).
00e Oroul il deliled bl tle Orelelle ol a fiter
00al ber (0 ikkeMed 0000) (Dablk 0 aldOid. 0).

Notalllidea are Ourreldtd divided ilto
O0bdiloidea alld 0OMkurobrallloidea (Rudl al
ald Wikl 1990). However allordill to
0000 ekel (1900) all tOe ODaralterl tOat
deliled tle Notalllidea were [Okarl Okliod or)
O0ied ald [O0Dbdiloidea al weld al
Oleurobralllloidea were 0o diverlelt il tleir
0 orl0obOl tOat tlel did Dot Oeell to O0are
te Dal e orilill. (ur reduk0 OulOort 0000 eked
(1900) viewl. 10 our Otudd OODbdiloidea wal
relovered all tle Oillter Oroull oll Cellalkllidea.
I0 Oa0t Oeverall O0aralterl Oull all al oleld
Oel iDal Oroove alld Ool)retraltile Oellil al
albull el 0BOd O0Omhted i0 tOe 0Oi00ard ald
ablellle o0 bbod 0OMhId 0Oullelt tOat
O0bdiloidea il [ ore [bOed relted to
O0allidea ald CelOalhkO0idea tOal to
Ofeurobrallloidea (Oablke 0 aOd 0i0. 0).
0 00ordil0 to our relultl Okurobrallloidea il
ObOel relhted to Nudibralllia (but Dee belbw).

Walelke alld WillhD (1000) Oullledted Oble
O000DOeletid reftiol 000D betweel
Ofeurobrallloidea alld Nudibralllllia ald
deliled tOe 0OMhde Nudillkura to Oroull tled
tolletler. Nudillleura wall diallOoled bl tle
OolOelDiod ol a bibod Okld alldrodiaulil reliro)
dulltive 000tell ald tOe Ok ol ol00radiul



PHILINOIDEA

CEPHALASPIDEA

pt

E
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CEPHALASPIDEA
+TYLODINOIDEA
+ANASPIDEA

ANASPIDEA

—

L

Haminoea callidegenita
H Philine aperta
Chelidonura africana
Runcina coronata
Umbraculum mediterraneum
Tylodina perversa
Dolabrifera dolabrifera
Petalifera petalifera
Aplysia punctata

— Pupa strigosa

ARCHITECTIBRANCHIA

L Micromelo undata

_: Hancockia uncinata

Tethys fimbria

CLADOBRANCHIA

N

Dendronotus frondosus
Favorinus branchialis

Facelina bostoniensis

PLEUROBRANCHOIDEA

Y-

\I-ZD

I— Aeolidia papillosa

Flabellina affinis
Eubranchus sp.

Opisthobranchia

Cuthona ocellata
Tergipes tergipes
Berthella plumula

L

Bathyberthella antartica

NUDIPLEU

D

A

L @]

PLEUROANTHOBRANCHIA
Cadlina laevis
{ Aldisa banyulensis

Pleurobranchaea meckeli
Platydoris argo
Rostanga pulchra

Discodoris confusa

Roboastra europaea
Tambja ceutae
Triopha maculata
Chromodoris krohni

— Ancula gibosa

" “lw)

L Doris pseudoargis

ANTHOBRANCHIA

Onchidoris muricata
| Pulmonata

Siphonaria pectinata

Ascobulla fragilis | Opisthobranchia

Onchidella celtica | Puimonata

Oidure 0.
Dal e. OetterD i0dilate 0 or00ob0ilall00alol orl0iel (Dee Oablk 0).

(Wallele alld Willhal 01000). However tle Ool)
Oel0iol ol a blbod OmOd il Dot O0ared bl all
Oudibrad000 (O i0i00ev 1900) alld tOe aldrodi)
aulll rellrodultive 0O00tel 0 allo Orelelt il
otler ar00iteltibrall00 alld OaloOMbO0Oa0n
(GDiledd 1900; O ikkeMeOD 1990). OOerelore
tle ik ol oOO0radiull il tle oM weMdeliled
000alol orli0 ol Nudillleura (ODablk O ald Oil.

Review ol 0 olelular alld 0 or00obOilalleaturel 0 alled olto tle relovered 000DbOelN.

Pyramidella dolabrata | Heterost ropha

O0e dillerelt Othdel are ideltilied b0 tOeir

0). I0 the Orelledt Otudl botd O00DOeletil
allallllel ol tOe Orill arl Oe- uelle data ald tle
O0ared Orelelle ol a OellaDbol Otrulture
witlil Ool ail Il o0 tle rrdd Oele il all
Okurobrallloidea ald Nudibrallllia 0Otudied
talla Otro00@ Oullorted tle [ olloODOM ol
Nudilleura. 0O0e OellaDbol Otrulture witdil
Ool ail Il ol tle rrdd Oelle wall Orevioull



relorted ill balalllaltrolod 0ealell wlereal it
wal ablelt il Oul olatel alld il tOe ardli)
teltibralO0 [Jula (O0deard et all 0000;
OO0deard et al 01000). O0e Oew Oe-uellel Ore)
Oelted il tOi0 OtudO O0ow tOat tOil Oel0aDbol
Otrulture withil Ool aill Il ol the rrill Oele il
alllo Orelelt il Nudillkura.

O0&OoulD tle 0 olo0OOM ol Nudillkura Oal
Dot beel -ueltioled tlat ol Nudibralllia il
OoOtroverliall (0 i0i00ev 1900; 0000 ekel 1900;
O0oMe00ol 1999b; Wollllleid alld Walele
1999; Wallele alld Wilhl 0000). O0ere are two
0 ajor O0ealel witlil Oudibraddon:
0 0tOobralO0ia alld 0 elliarO0ia
(Cladobralll0ia+0 oridola) (Walele alld Wilkal
0000; D00rodO et al 01001). 0ol e OOaralterd
Oudl al Oolid rOilo00orel ablelle (tOroull
b00) ol tle O0el Oerilardiallol OO orieltated
bO0itudilalll ald tOe Orelelle ol OOelialled
valuolhted ellitlelul were Orololed to Oullort
tle 0 oloO00M o0 NudibrallOOia (Walelk ald
Willhl 1000). However tlle ablelle ol te O0e
il Dot eO0Mbivel reltrilted to [Oudibrall00
all ol ofiltOobrald00 (RudO al ald Wikl
1990) ald tle Oerillardial Dol OO orieltated
bO0itudilall il aMlo Dould il Okurobrallloidea
(WillaD 1900). Oidio0ev (1900) delelided dil)
Oerelt (alld il 0ol e Oalell evel ollllolite) evoll)
tiolarl treldd i0 relOOiratorl [OirQutatord alld
rellrodulltive 0O00ted 0 betweell te two 0 ail
Oroul0 ol Oudibral000 OulOeOtidl dilleredt ori)
0i00 Dor tOel ald tOerelore Orololed tOeir OhO)
DiliDatiol i0to dillerelt order(.

O0e 0O olklulhr O00DOedl relovered
Ofkurobrallloidea all Oilter [Oroull ol
O 0tOobralO0ia reOderill NudibralOOia 0Oara)
000MktiD. OOerellore we Dorll allll iltrodulle tle
0al e OikuroaltOobralllia Oew tallol Oor tle
Oroull Oorll ed b0 [Olkurobrallloidea ald
0 0tOobrallOia. O0e Oew talol ill deliled bl tle
Orellelle oll blbod OkId OaMareoul O0ilulel i0
tle i0telul elt ald a Oaelul direltmM oleled
ilto te Otol all (Oable 0 ald Oid. O).

0 0tOobradOOia were rellovered [ ollo)
000Cetid. OOI0 i0 i0 aOreel elt witD D00DOelet)
il alallel baled ol [ orlilobOilal data tOat
relolllliled tOe OolMbwill 0O00alol orlilliell ol
tle Oroul: Orelelle ol a Daelull OOed witd Oil)
iated elitledul a Ootull overOrowill Oead
alld ed0DOIO0 rOilo00ored durill oltolell a
Ooltero)l ediall Oite oll alull Orellelle ol a

OelOrolrolt alld alallill (Walele ald Wilkhl
0000) (0ablk 0 aOld Oi0. O0). However our
refultl did Oot OuOOort tle traditiolal Dubdivi)
Oiol ol 0 OtOobralllfia ilto Cri0tobralllia ald
O0alerobralllia baled ol tle Orelelle or
abllellle oll a DillOolket relleltivell. NeitOer
tle [UOO0alerobrallO0 (( OO0idorill 000ulk
Oriolila Oal bja alld Roboalitra) Dor tle Orlto)
brall00 (Oorill ClOroll odoril [0 Mila Cadlila
Oilllodorill Roftallla ald 0O&tOdorid) Oord ed
0 oDo000MktiD Oroull. OOerelore tOe Orotel)
tive Davitl Oor tOe OIll i0 O00tOobrall0ia O ult
Dave evolved Oeveraltil el ildeleldeltm dur)
i00 tOe evolutiolard Oiltorl ol tle Oroul.

Cldobrallllia were rellovered 0 ollo)
000ti0 i0 t0i0 OtudD altOoulD tOere are Do
0 orl0olilal O00alol orlOied OulOOortilO tOid
Ofde (Walelk ald Willhl 01000). 00 ol0 Ofdo)
brall00 tOe 0 oloOOOM o0 0Oeolididae wal
relovered but 0Oot tOolle Oeldrolotoidea
(Hallllolikia Oetldl ald Oelldrofotull) ald
Oerliledidae (fOerllilled ald Cutllolia).

0e O olelular 000DOedD redolltrulted il
t0i0 OtudO Orovidel Oew i00i00t0 o0 tOe relatiol)
ooion  add  evolutioOard  tre0dd  witDil
( Di0tOobralONia. 00e ballod 0 atoOOoral
Oilllofaria i0 relovered witlil oliltDobrallO0
alld Orol 0t0 Dor a O ore Ool Olkte alamnil ol
tle D00DOeletil relatiol 0000 betweel oliltlo)
brall00 alld Dull oOatel to telt tle 0 o0o0OOM
oll ealll Oroull. (ur O00DOeletil 000otOelid
OulOortd ol ole Oide a 0ol O ol alleltor Oor
O0allidea O0Dbdiloidea alld CellalOlidea
(O0aralteriled bl tle Orelelle ol all olleld Oel )
ilalOroove alld Dol)retraltile Oeldil al albul el
O0k0d Omhtel i0 tOe Oil0ard ald tOe ablelle ol
bbod O&Id) alld ol tOe otler Oide a Ool 0 ol
orilil Oor [Or0O0iteOtibralllia ald Nudillkura
(O0arid0 Oi0 itaritied i0 tOeir Oirlulhtorl OOOtel ).
(ur data Oulllort tle 0 olo000M o aMtOe Otud)
ied Oroul witOil tOelle two 0O aill O0ealel witl
tle elleltiol ol NudibrallOia. 0O ore rellrellel)
tativell oll OalolbOla ald O0Ord0iteOtibralllia
Oeed to be ilOuded il Outure Otudiel to telt
tleir 0 olo000tiD oridil0 alld to Oorroborate
tleir balal Oolitiol witdil olOiltOobrad0nn.
Ourtler i0veltilatioll O0oul allo ilvolve tle
rell aillil0 orderl oll ( DiltOobraO0O0ia
(00elobol ata GO0 Dobol ata
0 Oo00Mdiol orlila ald ROodolel orlla) Dot
OolDidered il tOe Orelelt Otudd.
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alld 0. 000r6d00oMaborated il tOe OOeliel Oall )
oooo. C.G. wal O0ol0ored bl a OredoltoralleD
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DISCUSION

El estudio de las relaciones filogenéticas dentro de los gasteréopodos supone
un reto debido, entre otras cosas, a su larga historia ev olutiva, a la existencia de
radiaciones frecuentes y rapidas, asi como a la adaptaciéon a diversos habitats por
parte de formas emparentadas y al mismo habitat por parte de formas alejadas. Este
hecho es especialmente patente dentro de Euthyneura, un grupo con una gran diver-
sidad y caracterizado por la evolucién en mosaico de los miembros que lo compo -
nen. Asi, en las diferentes formas del grupo pueden encontrarse caracteres tipica-
mente primitivos junto con caracteres tipicamente derivados. Por lo tanto, entender
los procesos ocurridos a lo largo de la evolucién de Euthyneura ha despertado gran
interés a lo largo de la historia de la malacologia, pero aun ho y sigue con multitud
de puntos sin aclarar.

Los avances en las técnicas de la biologia molecular estan permitiendo que
aumente de manera creciente el uso de las secuencias de nucleétidos o de aminoa -
cidos para inferir las relaciones filogenéticas entre los organismos a diferentes niv e-
les taxondmicos. Del mismo modo, también se esta realizando un gran esfuerzo en
la mejora de las metodologias de tr atamiento de las secuencias y de inferencia de
arboles filogenéticos. Como resultado las filogenias basadas en datos moleculares
son muy robustas desde el punto de vista estadistico y son actualmente las herra-
mientas mas empleadas por los bidlogos para abordar estudios comparativos de tipo
evolutivo, biogeografico, etc.

En la primera parte de la presente tesis, se ha podido ahondar en el conoci -
miento de los genomas mitocondriales de los moluscos. Se ha proporcionado infor-
macion relevante acerca de las caracteristicas moleculares, del procesamiento de los
ARNSst y del orden génico presente en el genoma mitocondrial de un nudibr anquio.
En la segunda parte de la tesis, las hipdtesis filogenéticas propuestas suponen que,
por primera vez, se pueda establecer un marco filogenético consistente para
Euthyneura, aclarar la delimitacién entre algunos de los grupos que lo integran vy

proponer sinapomorfias moleculares y morfoldgicas que los sustentan.
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IV.1.- EL GENOMA MITOCONDRIAL DE R. EUROPAEA

La caracterizacion del genoma mitocondrial del nudibranquio Roboastra euro-
paea ha aportado informacién relevante tanto desde el punto de vista de su descripcion
molecular como desde el punto de vista sistematico . El tamafio del genoma mitocon -
drial de R. europaea ha resultado ser uno de los mas pequenos descritos hasta el
momento dentro de los metazoos (14.472 bp). Este hecho parece ser una car acteristi-
ca de los genomas mitocondriales de Heterobr anchia (Albinaria coerulea (Hatzoglou et
al., 1995); Cepaea nemoralis (Terrett et al., 1996); Euhadra herklotsi (Yamazaki et al.,
1997); Pupa strigosa (Kurabayashi y Ueshima, 2000a); Omalogyra atomus
(Kurabayashi y Ueshima, 2000b)) y es el resultado de una reduccién tanto de los genes
codificados por el genoma mitocondrial, como de las regiones no codificantes localiza -
das entre ellos. Otro factor a tener en cuenta es la existencia de solapamiento entre
genes que se transcriben en sentidos complementarios (en R. europaea entre nad4 y
trnT y cox3) o entre genes codificados por la misma cadena (en R. europaea entre trnL
(cun) y trnA). Este hecho, que ocurre también en otros metazoos (Wolstenholme,
1992), es mas frecuente en los genomas mitocondriales de los heterobranquios descri-
tos hasta el momento (Hatzoglou et al., 1995; Terrett et al., 1996; Yamazaki et al.,
1997; Kurabayashi y Ueshima, 2000a; Kurabayashi y Ueshima, 2000b).

El genoma mitocondrial de R. europaea codifica para 37 genes (13 codifican-
tes para proteinas, 2 ARNs ribosomales y 22 ARNs de tr ansferencia) al igual que
todos los genomas mitocondriales de metaz oos descritos hasta el momento , salvo
algunas excepciones (Hoffmann et al., 1992; Okimoto et al., 1992; Boore y Brown,
1994; Dorner et al., 2001).

El cédigo genético del genoma mitocondrial de R. europaea es el mismo que
el descrito para otros moluscos (Boore y Brown, 1994; Hatzoglou et al., 1995;
Terrett et al., 1996; Yamazaki et al., 1997; Wilding et al., 1999; Kurabayashi y
Ueshima, 2000a; Kurabayashi y Ueshima, 2000b) y se diferencia del cédigo univ er-
sal en que ATA codifica para metionina, TGA para triptéfano y AGR par a serina. Al
igual que en el resto de los metazoos, existe una tendencia a encontrar con frecuen-
cia muy baja el nucleétido G en las terceras posiciones de los codones. Los codones
mas usados por el genoma mitocondrial de R. europea son TTA (que codifica para
leucina) y TTT (que codifica par a fenilalanina), y los menos usados son GAC (que
codifica para acido aspartico), TGC (que codifica para cisteina) y CGC (que codifica

para arginina). El contenido en A+T del genoma mitocondrial de R. europaea es muy
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elevado (66,1%). El porcentaje de A+T es mayor que el de otros moluscos (Boore y
Brown, 1994; Hatzoglou et al., 1995; Terrett et al., 1996; Yamazaki et al., 1997;
Kurabayashi y Ueshima, 2000a), pero menor que el de otros invertebrados, como el
del diptero Apis mellifera (84,9%) (Crozier y Crozier , 1993) o el del nematodo
Caenorhabditis elegans (72,0%) (Okimoto et al., 1992).

Las proteinas codificadas en el genoma mitocondrial de R. europaea utilizan
mayoritariamente ATG como coddn de iniciacion, aunque también pueden usar otros
codones, como TTG, ATA, ATT y GTG. Estos ultimos son menos frecuentes en celo -
mados, aunque y a se habian descrito en heterobr anquios con anterioridad
(Hatzoglou et al., 1995; Terrett et al., 1996; Yamazaki et al., 1997; Kurabayashi y
Ueshima, 2000a; Kurabayashi y Ueshima, 2000b). Los codones de terminacién
mayoritarios son TAG y TAA, aunque al igual que en otros metaz oos, también se
encuentran codones incompletos con T o TA que son completados mediante poliade-
nilizacion de los ARNm (Ojala et al., 1981).

El genoma mitocondrial de R. europaea contiene 22 ARNst. Por lo tanto, no
se han localizado ARNst extras como los descritos para otros moluscos (Hoffmann et
al., 1992; Boore y Brown, 1994). Se ha podido definir la estructura secundaria tipi-
ca en forma de trébol para cada uno de los 22 ARNst del genoma mitocondrial. Sin
embargo, el brazo de dihidroduridina (DHU) no esta presente en el  trnS(ucn), al
igual que en otros gasterdopodos (Terrett et al., 1996; Yamazaki et al., 1997;
Kurabayashi y Ueshima, 2000a) ni en el trnS(agn), al igual que en otros metazoos
(Wolstenholme, 1992) (Figura IV.1). Algunos autores han apuntado la posible impor
tancia de este tipo de cambios estructurales en los ARNst para las reconstrucciones
filogenéticas (Wolstenholme, 1992). Sin embargo, aunque existe un patrén general
entre los heterobranquios descritos hasta el momento de una alta frecuencia de pér
dida del brazo DHU o T WC en diferentes ARNst, no puede decirse que exista una
determinada anomalia que defina a un grupo.

Otro aspecto de interés es la presencia de bases no emparejadas en el brazo
aminoacidico de varios ARNst del genoma mitocondrial de R. europaea (Figura IV.1).
Esta caracteristica se cumple también en algunos ARNst de los genomas mitocon-
driales de otros heterobranquios descritos hasta el momento (Hatzoglou et al., 1995;
Terrett et al., 1996; Yamazaki et al., 1997; Kurabayashi y Ueshima, 2000a;
Kurabayashi y Ueshima, 2000b). Sin embargo, en todos los genomas mitocondriales
de heterobranquios excepto en el de R. europaea, las bases no emparejadas se

corresponden con solapamientos del extremo 3 "de esos ARNst con los genes adya-
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Fig. IV.1. Estructura secundaria de los genes trnY y trnS(agn) deducida de la secuencia completa del genoma
mitocndrial de R. europaea. En rojo se indican las bases nucleotidicas del gen trnS(agn) que no forman el
brazo de dihidroduridina (DHU). En azul se indican las bases no emparejadas en el br azo aminoacidico.

centes a ellos. Para estos ARNst se ha descrito un modo de procesamiento Unico por
el cual se eliminan los nucledtidos del extremo 3 ‘que no se emparejan correctamen-
te y se afiaden residuos A (poliadenilizacién) (Y okobori y Paabo, 1995). En el geno-
ma de R. europaea no existe el solapamiento entre esos genes. Una hipdtesis alter -
nativa al modo de procesamiento de los ARNst que podria darse enR. europaea seria
la correccidon de las bases mal emparejadas después de la transcripcién mediante
reemplazamiento (Yokobori y Paabo, 1995). Por lo tanto, las modificaciones sobre el
esquema general de procesamiento de los ARNst podrian caracterizar a los genomas
mitocondriales de los heterobranquios.

Los ARNst del genoma mitocondrial de R. europaea se encuentran intercala-
dos entre los genes codificantes para proteinas y los ARNsr, excepto entre los genes
nad6-nad5-nadl y entre nad4L-cob. Se ha hipotetizado acerca de la importancia de
la estructura secundaria de los ARNst para sefializar los puntos de corte de las enzi-
mas encargadas de procesar el ARN transcrito policistronico, y de ahi su localizacién
intergénica (Battey y Clayton, 1980; Ojala et al., 1981). Para los puntos intergéni-
cos en los que no se ha encontrado un ARNt en el genoma de R. europaea (con la
excepcién de nad5-nad1l), se han encontr ado estructuras secundarias “stem-loop”
gue podrian tener la misma funcién (Boore y Brown, 1994).

En la mayoria de los genomas mitocondriales de los metaz oos, la zona no
codificante de mayor tamafio es la que contiene la sefial de inicio de la transcripcion
y replicacién, por lo que se le denomina regidn control (Wolstenholme, 1992). Segun

los resultados de esta tesis, la regidon control del genoma mitocondrial de R. euro-
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paea podria encontrarse entre los genes cox3 y trnl. Esta hipdtesis esta sustentada
por: 1) el alto contenido en A+T (87%) de esta zona, 2) su capacidad para formar
una estructura secundaria a modo de horquilla y 3) el hecho de que la region con-
trol del opistobranquio P. strigosa se ha localizado entre los mismos genes. Las dos
primeras caracteristicas son tipicas de la region control de invertebrados (Clary vy
Wolstenholme, 1985) y se encuentran también en los genomas mitocondriales de los
heterobranquios descritos hasta la fecha (Hatzoglou et al., 1995; Terrett et al.,
1996; Yamazaki et al., 1997; Kurabayashi y Ueshima, 2000a).

Otro tipo de informacion relevante que puede aportar la secuenciacion com-
pleta de un genoma mitocondrial es la referente a la ordenacién de los genes par a
los que codifica. Cada vez es mas frecuente en la literatura encontrar trabajos en los
que se emplea el orden génico como un caracter molecular robusto para inferir,
mediante su comparacion, las relaciones filogenéticas entre div ersos grupos. Este
caracter presenta varias ventajas con respecto a la inferencia filogenética basada en
secuencias génicas. En primer lugar, los genes mitocondriales son secuencias homo-
logas presentes en todos los organismos (Boore y Brown, 1998; Boore, 1999), lo que
permite hacer comparaciones a todos los niv eles taxondmicos. Ademas, el nivel de
homoplasia es muy bajo, ya que es muy improbable que se produzca de manera
independiente la misma ordenacion génica en mas de un genoma mitocondrial, debi-
do al gran nimero de posibles combinaciones entre los genes. Finalmente, mientras
que las secuencias de los genes mitocondriales cambian de maner a mas o menos
rapida a lo largo del tiempo, su ordenacién puede mantenerse sin cambios dur ante
largos periodos de tiempo a escalas evolutivas (Boore y Brown, 1998; Boore, 1999).

Se han descrito varios mecanismos por medio de los cuales se producen canr
bios en el orden génico (Boore y Brown, 1998; Rawlings et al., 2003). El mas comun
implica una duplicacién de una parte del genoma mitocondrial por un error en el
emparejamiento de las bases o en la terminacidn de la replicacion. P osteriormente,
se produce la pérdida por delecién de una de las copias duplicadas. Para que se pro-
duzca esa pérdida, hay un proceso por el cual se genera en primer lugar un pseudo-
gen y, posteriormente, se continlia la degeneracién hasta que no quedan vestigios
del gen. Dependiendo de cuadl sea la copia que se pierda, la ordenacion original
puede mantenerse o perderse. Otros mecanismos propuestos implican errores poco
frecuentes en las enzimas responsables de cortar los ARNst en el procesamiento del
transcrito primario o en topoisomer asas que pueden producir recombinaciones. Sin

embargo, otros mecanismos aun no descritos deben estar in volucrados en las tras-
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posiciones de genes a posiciones alejadas de la original (Boore y Brow n, 1998). Un
hecho ampliamente descrito en la literatura es la mayor frecuencia de las transposicio-
nes de ARNst en comparacién con las de los genes que codifican para proteinas o para
los ARNsr y, de hecho, se ha propuesto que su estructura secundaria podria facilitar su
movilidad en el genoma mitocondrial (Stanton et al., 1994; Saccone et al., 1999).

El orden de los genes mitocondriales de R. europaea es casi idéntico al obser-
vado en el del opistobranquio P. strigosa. Tan sélo se diferencian en la posicién del
trnC. Los resultados de esta tesis corrobor an la hipotesis que plantea la existencia
de un orden génico comun para los heterobranquios claramente diferenciado del que
presentan los gasteropodos primitiv os (antiguos prosobr anquios) (Boore et al.,
1995; Hatzoglou et al., 1995; Terrett et al., 1996; Yamazaki et al., 1997; Wilding et
al., 1999; Kurabayashi y Ueshima, 2000a; Kurabayashi y Ueshima, 2000b). Cuando
se compara el orden génico de los genomas mitocondriales de los heterobr anquios
secuenciados hasta la fecha, puede v erse que tan sélo se diferencian entre si en la
posicion de algun ARNt. En cambio , cuando se compara el modelo tipo de ordena -
cion génica para heterobranquios con el de caenogasterdpodos, pueden observarse
reordenaciones drasticas tanto de ARNst como de genes que codifican par a protei-
nas o de ARNsr. Por otra parte, el orden génico de los caenogasterdpodos secuencia-
dos hasta la fecha es muy parecido al del cefalépodo L. bleekeri (Boore et al., 1995;
Sasuga et al., 1999; Wilding et al., 1999). Por lo tanto, puede decirse que la orde -
nacién presente en los caenogasteropodos representa la ordenacién primitiva frente
a la de los heterobranquios, que representa el estado derivado. Este estado deriva-
do no se encuentra en ningun otro metazoo secuenciado hasta el momento, asi que
el modo de ordenacién génica mitocondrial puede ser considerado como una sinapo-
morfia para Heterobranchia. Todos estos datos indican la existencia de periodos
estacionarios (como por ejemplo , el periodo posterior a la aparicion del clado
Heterobranchia), en contraposicidon con otros periodos de ma yor actividad de reor -
denacion génica (en los antecesores de Heterobranchia). Por ello, no es posible esta-

blecer ningln tipo de reloj molecular para la reordenacién génica (Boore, 1999).
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IV.2.- ANALISIS FILOGENETICOS

IV.2.1.- Comparacion de las metodologias empleadas vy los resultados
obtenidos en los diferentes analisis filogenéticos

Los diferentes analisis filogenéticos realizados en esta tesis han proporciona -
do hipdtesis evolutivas para Euthyneura consistentes y robustas. Los diferentes tipos
de datos de secuencias y de metodologias empleadas han permitido comparar arbo-
les congruentes entre si, de manera que se han podido establecer relaciones filoge -
néticas a diferentes niv eles taxonémicos dentro de Euth yneura. Los datos del ADN
mitocondrial han contribuido a aclar ar en parte tanto las relaciones filogenéticas
entre Heterostropha, Opisthobranchia y Pulmonata, como las relaciones entre los
principales linajes evolutivos dentro de Opisthobranchia.

Las filogenias presentadas en esta tesis se han basado en los andlisis de tres
tipos de datos: 1) las secuencias de aminoacidos deducidas a partir de los genes
codificantes de proteinas de los genomas mitocondriales completos de los gasteroé-
podos secuenciados hasta el momento, 2) las secuencias nucleotidicas de un fr ag-
mento de genoma mitocondrial que incluye los genes rrnL, cox1, nad6 y nad5 para
representantes de los principales linajes ev olutivos dentro de Euth yneura y 3) las
secuencias nucleotidicas de un fragmento de genoma mitocondrial que incluye los
genes rrl y cox1 para un niumero mayor de representantes de Euthyneura (princi-
palmente de opistobranquios).

La divergencia existente entre las secuencias de aminoacidos de todos los
genes codificantes de proteinas presentes en el genoma mitocondrial de un repre-
sentante del linaje mas primitivo (P. strigosa) dentro de los opistobranquios con
respecto a un representante del linaje mas derivado (R. europaea) ha resultado
ser muy pequefia (casi la mitad que la encontrada entre los pulmonados estilo-
matéforos Cepaea y Albinaria) y sugiere una estrecha relacion entre ambos lina -
jes. Todos los métodos de inferencia filogenética (ME, MP, ML y BI) empleados en
los analisis de las secuencias aminoacidicas deducidas a partir de todos los genes
codificantes de proteinas de los genomas mitocondriales completos de los gaste-
ropodos secuenciados hasta el momento han obtenido estos dos linajes de opis-
tobranquios (primitivo y derivado) como grupos hermanos ( Pupa + Roboastra).
Estos analisis se han basado en la secuencia de aminoacidos, y no en la secuen -

cia nucleotidica de los genes, con la intenciéon de minimizar el efecto de la satu-
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racion que pudiera existir en las secuencias. En los andlisis de los genomas mito-
condriales en los que ademas se ha incluido el genoma incompleto del caenogas-
terépodo Littorina saxatilis, se han obtenido idénticos resultados.

Estos resultados son congruentes con los obtenidos en el resto de analisis
filogenéticos llevados a cabo en esta tesis, en los que se ha ampliado el nimero
y la diversidad taxondmica de los gasterdpodos consider ados. Se ha elegido BI
como método de inferencia filogenética par a el analisis del fr agmento mitocon-
drial que incluye los genes rrnL, cox1, nad6 y nad5, debido a que esta metodolo-
gia permite combinar secuencias de aminoacidos con secuencias de nucleétidos
en un mismo analisis y ha proporcionado arboles con mayor resolucion. Asi, para
el analisis bayesiano se han inferido las secuencias de aminoacidos para los genes
codificantes de proteinas cox1, nad6 y nad5 (debido a la existencia de saturacién
en las secuencias de nucledtidos de dichos genes) y se han analizado junto con
la secuencia de nucleotidos del gen que codifica par a el ARNr rrnL. Se han reali-
zado también analisis de MP y ME basados en las secuencias de aminoacidos de
los genes cox1, nad6 y nad5 (sin considerar las secuencias de nucleétidos del gen
rrnL). MP y ME han proporcionado sendos arboles en los que los nodos termina-
les tienen una resolucion menor que el arbol resultante del analisis byesiano. Sin
embargo, en los nodos basales los resultados con las tres metodologias (BI, MP y
ME) son idénticos y tienen altos v alores de apoyo estadistico. Estos nodos basa-
les situan la posicion del heterostrofo Pyramidella dolabrata dentro de
Euthyneura, apoyan la hipotesis de la polifilia de Pulmonata y la inclusién de
Siphonaria pectinata dentro de Opisthobranchia.

Como en el caso anterior, el analisis mixto para un numero mayor de
representantes de Euthyneura basado en las secuencias nucleotidicas del genrrnL
y en las secuencias de aminoacidos del gen cox1 realizados con BI, ha producido
hipotesis filogenéticas con una mayor resolucion en los nodos terminales que los
de los analisis de MP y ML basados en las secuencias de nucleétidos de ambos
genes. En la topologia obtenida por MP, ML y BI (aunque ML no tiene suficiente
apoyo estadistico en algunos nodos), de nuev o el heterostrofo Pyramidella dola-
brata resulta dentro de Euthyneura, los pulmonados son un grupo polifilético y el
pulmonado Siphonaria pectinata queda dentro de Opisthobr anchia, entre otros

resultados.
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IV.2.2.- Valor de los RGCs en la inferencia filogenética de
Heterobranchia

En esta tesis se ha abordado el estudio de tres RGCs (“r are genomic chan-
ges”) para la reconstruccion de la historia evolutiva de Heterobranchia: reordenacio-
nes de los genes codificantes par a ARNst en el genoma mitocondrial, ev entos de
insercién y delecion en la secuencia del gen mitocondrial coxl y cambios en la
estructura secundaria del gen mitocondrial rrnL.

Como se ha explicado con anterioridad, la ordenacién génica estd muy con-
servada dentro de Heterobranchia, con sélo pequefias variaciones en la posicion de
algunos ARNst. Por lo tanto, el hecho de que el gen trnP tenga diferentes posiciones
relativas en diversos grupos dentro de Heterobranchia ha sugerido la importancia de
su uso como marcador filogenético. Asi, la ordenacién génica rrnL, trnL(cun), trnA,
trnP, nad6 y nad5 caracteriza el linaje Opisthobranchia + Siphonaria + Onchidella +
Pyramidella. En el futuro, sera necesario examinar la posicién del gen trnP en otros
grupos de heterostrofos con el fin de determinar si la posicién del gen trnP entre los
genes trnA y nad6 representa una sinapomorfia del grupo antes mencionado o por
el contrario es el estado ancestral de Heterobranchia.

La presencia de la insercidon de un aminoacido Glicina en la posicion 46 (de
acuerdo con R. europaea) del gen cox1 en Opisthobranchia y Siphonaria apoya la
hipétesis de una estrecha relacion ev olutiva entre ambos grupos. El hecho de que
este aminoacido esté presente en el heterostrofo Cornirostra (Valvatoidea), pero no
se halle en el heterostrofo Pyramidella (Pyramidelloidea) también apoya la hipotesis
de parafilia para Heterostropha.

Finalmente, la presencia de la estructur a “stem-loop” en el dominio III del
gen rrnL en Pleurobranchoidea y Nudibranchia apoya la monofilia de Nudipleura (ver
mas adelante la discusién sobre dicha monofilia). El hecho de que Nudipleur a cuen-
te con esta estructura en su gen rrnL es significativo, ya que esta estructura no se
ha encontrado hasta el momento en ningun otro linaje dentro de Heterobr anchia.

La informacién filogenética proporcionada por los RGCs es complementaria a
la obtenida en el analisis filogenético basado en la secuencia primaria de los genes
mitocondriales, explicada con anterioridad. La independencia de estas dos fuentes
de informacion apoya los resultados obtenidos. Por lo tanto, la congruencia y robus-
tez de los resultados de esta tesis en los diferentes analisis filogenéticos han permi-

tido la discusion y el planteamiento de algunas hipétesis consistentes acerca de la
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historia evolutiva de este diverso grupo de gasterdépodos derivados, que se explican
con mayor detalle en los siguientes apartados. Del mismo modq también se ha podi
do establecer la clasificacion para Euthyneura que se indica en el apéndice 1 de esta
tesis. En el apéndice 2 se indican las especies de eutineuros empleadas en este estu

dio segun la clasificacién propuesta en el apéndice 1.

IV.2.3.- Posicidn filogenética de Pyramidellidae

Todos los analisis filogenéticos realizados en esta tesis sitan al heterostrofo
Pyramidella dolabrata dentro de Euthyneura con altos valores de significacion estadisti-
ca (Figura IV.2). La posicion filogenética de los piramidélidos dentro de los gasterdpo-
dos ha sido tema de debate dur ante el Gltimo siglo , aunque finalmente Haszprunar
(1985b) los ha incluido dentro de Allogastropoda, posteriormente denominado
Heterostropha por Ponder y Warén (1988), grupo hermano de Euth yneura. Con ante-
rioridad al trabajo de Haszprunar, otros autores los han consider ado como prosobran-
quios (Thiele, 1931; Franc, 1968; Golikov y Starobogatov, 1975) o como opistobr an-
quios (Pelseneer, 1899; Fretter y Graham, 1949; Taylor y Sohl, 1962; Hyman, 1967;
Thompson, 1976) segun diferentes criterios.

Thiele (1931) definié el grupo Aglossa par a incluir a los piramidelidos junto
con otras familias de prosobranquios (Aclididae, Melanellidae, Stiliferidae vy
Entoconchidae) en base la ausencia de radula (de ahi el nombre del grupo), de
mandibulas y del modo de vida parasitario. Posteriormente, Fretter y Graham
(1949) realizaron un exhaustivo estudio morfoldgico del grupo y presentaron diver-
sas semejanzas entre piramidélidos y opistobranquios. Sin embargo, su trabajo fue

discutido por Gosliner

(1981), que rebatié cada uno

— Opisthobranchia+Siphonaria de los argumentos en los que
los autores britanicos se
Euthyneura Pyramidellidae (Pyramidella)
\ o _ basaron para relacionar
Onchidiidae (Onchidella) _
Systelommatophora ambos grupos. Por ejemplo,
Stylommatophora Fretter y Graham (1949)
Caenogastropoda consideraron que la concha

heterostréfica con un gr an
Fig. IV.2. Cladograma reducido que resume los resultados obte-

nidos en esta tesis. Los nodos que se muestran son estadisti- diente columelar presente en
camente robustos en las diferentes metodologias empleadas.

. . los piramidélidos es homdlo-
En rojo se marca la posicion filogenética de Pyramidellidae. P
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ga a la que se encuentr a en algunos grupos primitiv os de opistobranquios, como
Ringiculidae, Acteonidae y Diaphanidae. Sin embargo, Gosliner (1981) apuntd que
tanto la concha heterostrofica como el diente columelar patente (caracter este Ulti-
mo que ademas no cumplen algunos pirmmidélidos, como Turbonilla) estan también
presentes en algunos grupos de caenogasterdopodos (por ejemplo, Cancellariidae y
Marginellidae) y pulmonados (por ejemplo , Ellobiidae). Fretter y Gr aham (1949)
también consideraron la presencia de bandas ciliadas en la cavidad del manto como
un caracter comun entre piramidélidos y opistobranquios primitivos. Sin embargo,
estos cilios también estan presentes en los heterostrofos de la familia
Architectonicidae y del género Omalogyra (Robertson, 1974), y en los pulmonados
primitivos Siphonaria (Marcus y Marcus, 1961), Amphibola (Hubendick, 1945) y
Chilina (Harry, 1964). Asimismo, segun Fretter y Gr aham (1949) la posicion del
rindn ha sufrido un desplazamiento a la parte anterior del cuerpo en pir amidélidos
y opistobranquios. Sin embargo, en otros heterostrofos como Omalogyra o Rissoella
también tiene una localizacién similar (Gosliner, 1981). La existencia de una glan -
dula pigmentaria marrén-rojiza en el manto podria ser una caracter comun a ambos
grupos (Fretter y Graham, 1949), pero no se ha comprobado su homologia
(Gosliner, 1981). El hecho de que tanto pir amidélidos como opistobranquios sean
hermafroditas simultdneos también ha sido considerado como un caracter unitario
(Fretter y Gr aham, 1949). Sin embargo , otros grupos de heterostrofos como
Architectonicidae, Omalogyra, Valvata y Rissoella, asi como los pulmonados, tam-
bién poseen un hermafroditismo simultéaneo.

Otro caracter muy discutido es la condicion eutineura presente en ambos gru-
pos. Todos los datos morfoldgicos apuntan a que este caracter se ha adquirido de
manera independiente en piramidélidos y en opistobranquios. Mientras que en opis-
tobranquios la condicién eutineura se ha adquirido gr acias a la detorsién, la de los
piramidélidos es el resultado de un acortamiento de los cordones nerviosos longitu-
dinales laterales (Gosliner, 1981).

A pesar de todas estas diferencias, trabajos posteriores a los estudios de
Fretter y Graham (1949) sobre la morfologia de la larv a veligera, el sistema nervio-
so, la morfologia de los espermatoz oides y la estructur a del osfradio encontraron
semejanzas entre piramidélidos y opistobranquios (Thorson, 1946; Thompson, 1973;
Haszprunar, 1985b; Huber, 1987; Healy, 1988). De entre ellas, cabe destacar la pre-
sencia en ambos grupos de un nervio que sale del ganglio cerebral y que se denomi-

na nervio rinoférico. Este nervio es exclusivo de piramidélidos y opistobranquios.
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Aunque todos estos caracteres (al igual que los resultados de esta tesis) apo-
yan una estrecha similitud entre piramidélidos y opistobranquios, ambos grupos se han
mantenido independientes de manera formal por diversos autores (Robertson, 1974;
Gosliner, 1981; Haszprunar, 1985c; Robertson, 1985; Salvini-Plawen y Haszprunar,
1987; Haszprunar, 1988a). Nuestros resultados sugieren una revisién de la posicion

filogenética de Pyramidella, en relacién con otros heterobranquios basales.

IV.2.4.- Posicion filogenética de Onchidiidae

Todos los analisis filogenéticos llevados a cabo en esta tesis relacionan al siste -
lomatdforo Onchidella celtica con opistobranquios y Pyramidella con altos valores de sig-
nificacion estadistica. Por lo tanto, su posicion rompe la monofilia de los pulmonados
(Figura IV.3). La posicidn filogenética de Onchidiidae ha sido muy discutida a lo largo de
los ultimos afios por div ersos autores, que los han descrito como opistobr  anquios
(Fretter, 1943; Boettger, 1954), como pulmonados (Solem, 1959; Ghiselin, 1966;
Haszprunar y Huber, 1990) o como un grupo independiente (Gymnomorpha) situado en
una posicién intermedia entre ambos (Salvini-Plawen, 1970).

Todos los argumentos morfoldgicos propuestos a fa vor de una inclusion de
Onchidiidae en Opisthobranchia han sido rebatidos en la actualidad (Ghiselin, 1966;
Salvini-Plawen, 1970; Gosliner, 1981; Tillier, 1984). Por ejemplo, el hecho de que la
cavidad del manto se sitle en una posicidon posterior y que la auricula esté detras
del ventriculo ha sido considerado como un caracter comudn a onquididos y opisto -
branquios (Fretter, 1943). Sin embargo, Ghiselin (1966) ha propuesto que en
Onchidiidae esta posicion es el resultado del desplazamiento del apar ato respirato-

rio a la parte posterior del

cuerpo. La reduccién a tres

— Opisthobranchia+Siphonaria pares de ganglios en el bucle
o visceral también ha sido con -
Euthyneura Pyramidellidae (Pyramidella)
\ L ) siderada por Fretter (1943)
Onchidiidae (Onchidella) ]
—_ Systelommatophora como un caracter compartido
Stylommatophora por ambos grupos. Sin
Caenogastropoda embargo, esta reduccion

también se encuentr a en
Fig. IV.3. Cladograma reducido que resume los resultados obte-

nidos en esta tesis. Los nodos que se muestran son estadisti- otros grupos de pulmonados,
camente robustos en las diferentes metodologias empleadas.

. . mo en Amphibola.
En rojo se marca la posicion filogenética de Onchidiidae. como € phibola
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Por otra parte, la forma y disposicion del aparato reproductor de Onchidiidae
es similar a la que se encuentra en el resto de pulmonados. Ambos grupos compar-
ten la presencia de unas génadas compactas, una separacion del conducto esperma-
tico, por una parte en la “ampulla” y, por otra, en una zona para el almacenamien-
to del esperma, la reduccidn del receptaculo seminal, el tipo de préstata, la presen-
cia de una glandula del albumen bien diferenciada y una separacién del vaso defe-
rente del gonoducto paleal (Ghiselin, 1966; Gosliner, 1981). En cuanto al sistema
nervioso, también pueden encontrarse semejanzas entre ambos grupos, como por
ejemplo el hecho de que los ganglios del sistema nervioso centr al tiendan a fusio -
narse en la parte inferior del esofago (Ghiselin, 1966) y que, tanto en pulmonados
como en onquididos, no esté presente el nervio del rinofdrico (que se localiza de
manera exclusiva en opistobranquios y piramidélidos).

Sin embargo, los resultados obtenidos en esta tesis apo yan la hipdtesis de
Salvini-Plawen (1970), que separa Onchidiidae del resto de pulmonados y los inclu -
ye dentro de Gymnomorpha, un grupo con una posicion filogenética intermedia entre
pulmonados y opistobranquios. Segun este autor, Gymnomorpha se caracteriza por-
que la superficie dorsal del cuerpo forma un noto sin escudo cefalico , mientras que
la superficie ventral esta formada por un hiponoto que rodea la parte inferior del pie.
Ademas, las aperturas de los orificios de los aparatos digestivo, respiratorio y repro-
ductivo se encuentran en el hiponoto. Estas caracteristicas de la morfologia externa
pueden encontrarse tanto en opistobranquios (nudibranquios) como en algunos pul-
monados (estilomatoforos) (Tillier, 1984).

IV.2.5.- Posicidn filogenética de Siphonariidae

Todos los arboles filogenéticos inferidos en base al ADN mitocondrial presenta -
dos en esta tesis sitlan al basomatéforo Siphonaria pectinata dentro de
Opisthobranchia. De nuevo, estos resultados rechazan la monofilia de los pulmonados
(Figura IV.4). La posicion de Siphonariidae dentro de los gasterépodos ha variado segun
los puntos de vista de diferentes autores. Los miembros de este grupo de gasterépodos
marinos pateliformes fueron incluidos dentro de Opisthobranchia en base a datos mor-
foldgicos (Kohler, 1893), aunque con posterioridad han sido considerados como pulmo-
nados. Sin embargo, su situacién dentro de los pulmonados también ha sido motivo de
discrepancia entre diversos autores (Tillier, 1984; Haszprunar y Huber, 1990; Nordsieck,
1992; Wade y Mordan, 2000; Yoon y Kim, 2000; Dutra-Clarke et al., 2001).
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— Opisthobranchia+Siphonaria Tillier (1984) describe
Siphonariidae como pulmona-
Euthyneura Pyramidellidae (Pyramidella) o _
\ dos primitivos y los incluye
Onchidiidae (Onchidella) )

Systelommatophora junto con el resto de pulmo -

Stylommatophora nados marinos en un grupo
Caenogastropoda denominado Archaeopul-

monata. Sin embargo
Fig. IV.4. Cladograma reducido que resume los resultados obte-
nidos en esta tesis. Los nodos que se muestr an son estadisti-
camente robustos en las diferentes metodologias empleadas. basandose principalmente en
En rojo se marca la posicion filogenética de Siphonariidae.

Haszprunar y Huber (1990),

estudios del sistema nervio -

so, incluyen a Siphonariidae,
junto con otros pulmonados de agua dulce, dentro de Basommatophora, al compar-
tir ambos grupos algunos caracteres, como la presencia en el procerebro de células
exclusivamente grandes, ausencia de un pneumostoma contractil y presencia de
osfradio y de filas ciliares en la ca vidad del manto. Nordsieck (1992) los mantiene
dentro de Basommatophora, pero los relaciona con otro grupo de pulmonados mari-
nos (Amphibolidae), ya que comparten la presencia de un apar ato genital monoau-
lico adquirido de manera secundaria.

Los estudios moleculares en los que se han incluido representantes de
Siphonariidae se han basado en genes nucleares y han obtenido relaciones contradicto-
rias entre si y con respecto a las obtenidas con datos morfoldgicos. Asi, segun los ana -
lisis basados en secuencias del gen nuclear 185 ARNr, los basomatéforos no son mono-
filéticos, ya que quedan separados en dos grupos bien diferenciados: por un lado, los
basomatéforos marinos (Siphonariidae), que estan mas estrechamente relacionados
con opistobranquios y systelomatdéforos (hipétesis corroborada con los resultados pre-
sentados en esta tesis), y por otra parte los basomatéforos de agua dulce, que estan
relacionados con los estilomatéforos (Dutr a-Clarke et al., 2001). Por otra parte, los
estudios basados en el fragmento nuclear que incluye los genes 5,85 ADNr, ITS-2 y 28S
ARNr obtienen la monofilia de los pulmonados, con Siphonaria como grupo hermano del
resto de pulmonados (Wade y Mordan, 2000). Finalmente, los analisis basados en un
fragmento corto del gen mitocondrial cox1, recientemente publicados, obtienen también
a Siphonaria dentro de los opistobr anquios, aunque el nodo que lo sustenta no tiene
soporte estadistico suficiente (Remigio y Hebert, 2003).

Segun todo lo expuesto anteriormente, es evidente que existe gr an discre-

pancia en la literatura acerca de la posicidon filogenética de Siphonariidae. Nuestros
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datos apoyan la relacién entre Siphonariidae y Opisthobranchia, aunque debe llevar-
se a cabo una exhaustiva revision morfoldgica para establecer los caracteres homo-

logos entre ambos grupos y las sinapomorfias que los sustentan.

IV.2.6.- Posicidén filogenética de Stylommatophora

Los resultados obtenidos en esta tesis apoyan la monofilia del grupo de pul-
monados Stylommatophora (Figura IV.5). Este hecho corrobora todos los datos pre-
sentados con anterioridad en la literatura, y es uno de los pocos puntos acerca de la
historia evolutiva de los gasterdpodos en los que hay un acuerdo absoluto entre dife-
rentes autores. Tanto los datos morfolégicos como los moleculares obtienen un ori -
gen Unico para el grupo y una posterior diversificacion, unida a un gran éxito evolu-
tivo en el ambiente terrestre (Nordsieck, 1992; Rosenberg et al., 1994; Tillier et al.,
1994; Salvini-Plawen y Steiner, 1996; Tillier et al., 1996; Rosenberg et al., 1997;
Wade et al., 2001; Dayrat y Tillier, 2002). Precisamente, asociada a la colonizacion
del medio terrestre y posterior diversificacion, han surgido una gran cantidad de
novedades morfoldgicas en el grupo con respecto al resto de pulmonados. De entre
las sinapomorfias morfoldgicas del grupo destacan la modificacion de parte de los
palpos labiales en tentaculos labiales, una glandula anal reducida, la presencia de
una comisura subcerebral y de un procerebro de gran tamafio, mas o menos fusio -
nado con el ganglio cerebr al, un estdbmago muscular, los tentaculos retractiles, la
posicién de los ojos en el extremo de los tentaculos, la presencia de huevos sin cha-
laza (cordén mucoso que mantiene unidos a los huevos) y érganos excretores con
uréter (Robertson, 1985; Nordsieck, 1992; Salvini-Plawen y Steiner, 1996).

De los resultados de

esta tesis se deducen nuev os

— Opisthobranchia+Siphonaria datos acerca de la historia
- evolutiva de St ylomma-
Euthyneura Pyramidellidae (Pyramidella) Y
\ ... o tophora. Su posicién basal

Onchidiidae (Onchidoris)

Systelommatophora dentro de Euthyneura en

Stylommatophora todas las filogenias inferidas

Caenogastropoda en este tr abajo sugiere que

uno de los eventos mas tras-
Fig. IV.5. Cladograma reducido que resume los resultados obte-

nidos en esta tesis. Los nodos que se muestran son estadisti- cendentes en la historia evo-
camente robustos en las diferentes metodologias empleadas.

. . lutiv | gr | loniza-
En rojo se marca la posicidn filogenética de St ylommatophora. utiva de grupo, fa coloniza
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cion del medio terrestre llevada a cabo por los estilomatéforos, ocurrié en una etapa
temprana. Este resultado contradice las hipétesis previas basadas en datos morfolé-
gicos, en las que se ha considerado a Stylommatophora como la rama mas deriva-
da dentro de los pulmonados (Nordsieck, 1992; Dayrat y Tillier, 2002). La inclusién
de taxones de pulmonados dulceacuicolas (como Amphiboloidea y Lymnaeoidea) en
futuros analisis filogenéticos basados en ADN mitocondrial, asi como un completo
estudio del registro fésil podrian a yudar a esclarecer las etapas de div ersificacion
ecoldgica por las que han atr avesado los diversos grupos de pulmonados. Con los
datos obtenidos en esta tesis, no puede afirmarse que la colonizacidon del medio

terrestre se haya producido desde un ancestro marino, o bien desde un ancestro dul-

ceacuicola.

IV.2.7.- Relaciones evolutivas dentro de Opisthobranchia

Todos los andlisis realizados en esta tesis sitlan al sacogloso Ascobulla fragi-
lis como el opistobranquio mas basal de todos los consider ados en el estudio. Esta
posicién basal concuerda con diversos caracteres primitivos de su morfologia, como
la presencia de una concha externa, de un escudo cefalico y de un plicatidium como
estructura respiratoria (Schmekel, 1985; Jensen, 1996; Mikkelsen, 1996). Por otro
lado, los resultados de otros analisis filogenéticos basados tanto en datos morfoldgi-
cos como en datos moleculares sitlan a Acteon o Ringicula (no representados en
este estudio) como las lineas mas primitivas dentro de los opistobranquios (Ghiselin,
1966; Salvini-Plawen y Steiner, 1996; Thollesson, 1999b; Mikkelsen, 2002). En con-
creto, se han descrito similitudes entre Acteon y los piramidélidos en caracteres de
la concha, opérculo, radula, sistema nervioso, la posicion de los ojos, asi como la
presencia en ambos grupos (y so6lo en ellos dentro de los heterobranquios) de célu-
las granulares en la hemolinfa (Thiele, 1931; Yonow y Renwrantz, 1986; Mikkelsen,
2002). En el futuro, deberan incluirse en los analisis filogenéticos basados en ADN
mitocondrial representantes de estos taxones para corroborar o refutar esta hipote-
sis y situar el origen de los opistobranquios.

Debido a que no se ha incluido en este estudio ningln otro linaje de sacoglo-
sos, no puede comprobarse su monofilia cominmente aceptada (e.g. (Jensen,
1996), que sugiere que estos opistobranquios constituyen un grupo natural, muy
diferenciado del resto, con diversas apomorfias y con una gran uniformidad ecolégi-

ca. Queda por aclarar cual es el posible grupo hermano de los sacoglosos, ya que en
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los analisis realizados en esta tesis no hay ningun representante de los grupos pro-
puestos en las dos hipdtesis al respecto presentadas hasta el momento: una de ellas
sugeria a los acochlidaceos (Gosliner y Ghiselin, 1984) y la otr a a los cefalaspideos
de la familia Diaphanidae (Marcus y Marcus, 1956; Thompson, 1976; Salvini-Plawen,
1990; Jensen, 1996). Estos taxones, al igual que mas representantes sacoglosos,
deben incluirse en futuros andlisis para delimitar el origen y la monofilia del grupo.
Con referencia al resto de

opistobranquios considerados en

— Cephalaspidea esta tesis, se pueden establecer ,
Tylodinoidea segun los resultados obtenidos, dos

_ Anaspidea lineas evolutivas divergentes y bien
diferenciadas: una constituida por

Architectibranchia Cephalaspidea, Anaspidea y

Cladobranchia Tylodinoidea y otr a formada por

b — Anthobranchia Architectibranchia y Nudipleura

Nudipleura (Figura IV.6). La relacién estrecha

Pleuroanthobranchia Pleurobranchoidea entre Anaspidea y Cephalaspidea ya

Siphonarioidea habia sido propuesta por estudios

Sacoglossa morfolégicos y moleculares previos

(Mikkelsen, 1996; Thollesson,
Fig. IV.6. Cladograma reducido que resume los resulta-

dos obtenidos en esta tesis dentro de Opisthobranchia. 1999b; Dayrat vy Tillier, 2002)'
Los nodos que se muestr an son estadisticamente También ha sido descrita con ante -

robustos en las diferentes metodologias empleadas.
rioridad la relacién entre
Architectibranchia y Nudibr anchia
basada en datos del sistema reproductor (Eliot, 1910). P  osteriormente, Ghiselin
(1966) también incluyé en esa relacién a Tylodinoidea y Pleurobranchoidea. A conti-
nuacion se detallan algunos aspectos acerca de la historia evolutiva de cada uno de
estos grupos de opistobranquios.
Los resultados presentados en esta tesis apoyan la monofilia de Cephalaspidea
s.s. y la diferenciacidon de tres linajes dentro del grupo: Bulloidea ( Haminoea),
Philinoidea (Philine y Chelidonura) y Runcinoidea (Runcina). Estos resultados corrobo-
ran estudios previos en los que la monofilia de Cephalaspidea estd sustentada por
caracteres morfoldgicos, como la presencia de tres placas en la molleja (que ayudan a
la trituracién del alimento) y de filas de cilios con una curv atura cerca de la apertura

lateral del manto (para favorecer la circulacién del agua dentro de la cavidad del
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manto) (Ghiselin, 1966; Mikkelsen, 1996; Mikkelsen, 2002). Por su parte, Bulloidea se
caracteriza por la presencia de un bulbo par a el almacenamiento del autoesperma al
final del érgano copulatorio cefalico y porque los miembros que lo componen son her-
bivoros (Mikkelsen, 1996; Mikkelsen, 2002). Philinoidea también es consider ado
monofilético, segun los datos morfoldgicos que se poseen por el momento. Se trata de
animales carnivoros, en los que las placas de la molleja carecen de espinas y que pose-
en un diente raquidio dentado (Mikkelsen, 1996; Mikkelsen, 2002). Sin embargo, la
inclusién de Runcinoidea dentro de Cephalaspidea no ha sido clar amente apoyada en
la literatura. Asi, estos diminutos opistobr anquios han sido consider ados como un
grupo independiente de Cephalaspidea y sin relacién clara dentro de Opisthobranchia
(Odhner, 1968), como un grupo relacionado con Pleurobranchidae y Tylodinoidea
(Pelseneer, 1894) o, finalmente (como corroboran los resultados de esta tesis), como
un grupo dentro de Cephalaspidea, segin datos del sistema nervioso y reproductor
(Ghiselin, 1966; Thompson, 1976; Kress, 1977; Schmekel, 1985).

Los resultados obtenidos apoyan origenes diferentes para Architectibranchia
y Cephalaspidea. Architectibranchia ha estado tradicionalmente incluido dentro de
Cephalaspidea, aunque estudios posteriores han demostrado que no existe ningu-
na sinapomorfia para ambos (Mikkelsen, 1996; Mikkelsen, 2002). Los dos repre-
sentantes de Architectibranchia considerados en esta tesis (Pupa y Micromelo) se
agrupan en un mismo clado como grupos hermanos. Por lo tanto, estos resultados
apoyan la monofilia de Architectibranchia. Los estudios de Mikkelsen (1996, 2002)
proponen la parafilia de Architectibranchia, definido como un grupo sin sinapomor-
fias compuesto por taxones basales que no tienen una ubicacién clar a en ningun
lugar concreto dentro de Opisthobranchia. En futuros analisis deben incluirse mas
representantes de este grupo (como Acteon, miembros de Ringiculidae y de
Diaphanidae) para evaluar esta hipdtesis.

Los miembros de Anaspidea considerados en este trabajo se agrupan entre si
formando un grupo monofilético con altos v alores de significacion estadistica en
todos los analisis realizados. Estos resultados concuerdan con los datos presentes en
la literatura, que definen a Anaspidea como un grupo bien delimitado, cuya monofi-
lia ha sido apo yada por datos morfoldgicos (Schmek el, 1985; Mikkelsen, 1996;
Mikkelsen, 2002) y moleculares (Thollesson, 1999b; Medina y W alsh, 2000). Las
sinapomorfias del grupo se basan en car acteres morfoldgicos del sistema digestiv o
(con la presencia de una camara entre la molleja y el estdbmago), del sistema ner-

vioso, de los espermatozoides y del desarrollo de la larva (Mikkelsen, 2002).
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Los resultados obtenidos en este trabajo obtienen origenes evolutivos total-
mente diferentes para Tylodinoidea y Pleurobranchoidea. Mientras que el primer
grupo esta mas relacionado con Cephalaspidea y Anaspidea, el segundo se relacio-
na con Nudibranchia en todos los arboles inferidos (Figura IV.6). Tylodinoidea y
Pleurobranchoidea han sido tr adicionalmente considerados como grupos hermanos
englobados dentro de Notaspidea, nombre que sigue usandose por diversos autores
en trabajos recientes (Willan, 1987; Rudman y Willan, 1998; Thollesson, 1999b;
Mikkelsen, 2002). Willan (1987) realizé un analisis sistematico de Notaspidea basa -
do en datos morfoldgicos y concluyd que los notaspideos er an monofiléticos y que
habrian sufrido una tempr ana y rapida div ergencia en su historia ev olutiva dando
lugar a Tylodinoidea y Pleurobranchoidea. Este autor definid varias sinapomorfias
que sustentaban a los notaspideos, como son la presencia de rin6foros con una hen-
didura longitudinal, una amplia prolongacién a modo de velo entre los tentaculos
orales, la localizacion lateral de las branquias bipinnadas y la posicién del ano en la
parte posterior de las branquias. Sin embargo, en este analisis sélo se incluyeron
representantes de Notaspidea (tanto de T ylodinoidea como de Pleurobr anchoidea)
sin utilizacién de grupo externo ni de ningln otro opistobranquio. Por lo tanto, las
conclusiones acerca de la monofilia de los notaspideos presentadas en el trabajo de
Willan (1987) no estan suficientemente bien fundadas. Aflos mas tarde, Mikk elsen
(2002) repitio el analisis de W illan para notaspideos, junto con otros miembros de
diversas lineas dentro de los opistobr anquios. Los resultados de estos andlisis no
apoyaron la monofilia de Notaspidea, sino que Pleurobranchidae, Tylodinoidea y
Nudibranchia formaban una politomia.

Otros trabajos basados en datos morfolégicos han demostrado la divergencia
existente entre Pleurobranchidae y Tylodinoidea y han defendido diferentes origenes
para ellos (Ghiselin, 1966; Schmekel, 1985; Salvini-Plawen y Steiner, 1996). El tra-
bajo de mayor trascendencia fue el de Schmek el (1985), que separd6 formalmente
ambas lineas de notaspideos. Segun esta autor a, las sinapomorfias definidas par a
Notaspidea no tienen ningln peso, ya que en realidad son simplesiomorfias y no hay
ningln caracter que ambos grupos compartan de manera exclusiva. Mientras que
Schmekel (1985) establece una relacion entre Tylodinoidea y Anaspidea, otros auto-
res sitlan a Tylodinoidea como grupo hermano de Pleurobranchoidea y Nudibranchia
(Ghiselin, 1966; Salvini-Plawen y Steiner, 1996). Los datos aportados por esta tesis
apoyan la hipétesis de una estrecha relacion entre T ylodinoidea, Anaspideay

Cephalaspidea sustentada ademas por la similitud en algunos car acteres morfoldgi-
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cos, como la presencia de un surco espermatico abierto , un pene no retractil, una
glandula del albumen, placas en la molleja y la ausencia de la glandula sanguinea.
Por otra parte, varios autores han apuntado la existencia de una estrecha

relacion entre Pleurobranchoidea y Nudibranchia (Ghiselin, 1966; Schmekel, 1985;
Salvini-Plawen y Steiner, 1996), aunque no fue hasta el tr abajo de Wagele y Willan
(2000) cuando ambos grupos fueron formalmente incluidos en el clado Nudipleur a.
Nudipleura esta definido por la posesién de glandula sanguinea, un sistema repro -
ductor androdiaulico y la ausencia (por pérdida) del osfr  adio (Wagele y W illan,
2000). Sin embargo, la Unica sinapomorfia que puede ser mantenida es la ausencia
de osfradio, ya que la glandula sanguinea no esta presente en todos los miembros

de Nudipleura (Minichev, 1970) y el sistema androdidulico esta también presente en
otros grupos como Architectibranchia y Sacoglossa (Ghiselin, 1966; Mikkelsen,
1996). Todos los analisis realizados en esta tesis apoyan la monofilia de Nudipleura.

La monofilia de Nudibr anchia ha sido aceptada o rechazada segun distintos

estudios basados en datos morfolégicos y moleculares (Minichev, 1970; Schmekel,
1985; Thollesson, 1999b; Wollscheid y W agele, 1999; Wagele y W illan, 2000).
Actualmente se reconocen dos grupos dentro de Nudibr anchia: Anthobranchia
(Doridoidea y Bathydoridoidea) y Dexiarchia, que incluy e Cladobranchia (Aeolidacea,
Arminacea y Dendronotacea) y Doridoxa (Wagele y Willan, 2000; Schrodl et al., 2001),
aunqgue en esta tesis sdlo se han incluido representantes de Doridoidea, Aeolidacea y
Dendronotacea. Wégele y Willan (2000) han defendido un origen comun pae estos dos
grupos y han definido las siguientes sinapomorfias para ambos: la presencia de riné-
foros solidos, la ausencia (por pérdida) de la concha, la orientacidon longitudinal del
complejo pericardico y la presencia de v acuolas especializadas en el epitelio . Sin
embargo, ha sido reiteradamente expuesto que la pérdida de la concha es un fenéme-
no evolutivo que ha ocurrido v arias veces a lo largo de la historia ev  olutiva de
Opisthobranchia vy, por lo tanto, no es exclusivo de Nudibranchia. Del mismo modo, la
orientaciéon longitudinal del complejo pericardico tampoco es ex clusiva de
Nudibranchia, ya que también se encuentr a en Pleurobranchoidea (Willan, 1987). El
mayor detractor, y practicamente el Unico, de la hipdtesis que apoya la monofilia de
Nudibranchia fue Minichev (1970), que realizd un estudio morfoldgico exhaustivo en
base al cual consider aba diferentes tanto el origen como las tendencias ev  olutivas
entre las dos ramas de nudibranquios. En primer lugar, segun este autor, hay diferen-
cias claras en la organizacion corpor al de ambos grupos: mientr as que en

Anthobranchia las branquias, el ano y el orificio renal se sitian en una posicion dorsal,
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en Cladobranchia se situan en el lado derecho del cuerpg, al igual que en el estado lar-
vario. Por lo tanto, en Anthobranchia se ha completado una simetria bilateral interna y
externa mientras que en Cladobranchia aun existe una asimetria interna pronunciada.
En segundo lugar, las estructuras respiratorias no son homélogas; las branquias de los
antobranquios son estructuras primitivas (ctenidios), homdlogas a las que tienen otros
grupos de opistobranquios, como los cefalaspideos, cuya inervacién se localiza en el
ganglio supra-intestinal (Evans, 1914; Minichev, 1970). En cambio, las branquias de
los cladobranquios tienen una inervacién localizada en los ganglios pleurales
(Thompson, 1958; Minichev, 1970). Ademas de éstas, Minichev (1970) también des -
cribe profundas diferencias en el sistema reproductor y circulatorio y concluye que son
suficientes como para considerarlos grupos independientes.

Los datos presentados en esta tesis corroboran la hipdtesis de Minichev
(1970), ya que sostienen origenes diferentes par a Anthobranchia y Cladobranchia.
Por lo tanto, segun los resultados obtenidos en la presente tesis, Nudibranchia es un
grupo parafilético, debido a que Pleurobranchoidea siempre se obtiene como grupo
hermano de Anthobr anchia con v alores altos de significacion estadistica (Figur a
IV.6). Esta relacion fue comentada por Willan (1987) (aunque él hablaba de la rela-
cion de los antobranquios con todos los notaspideos, no sélo con los pleurobranqui -
dos) en base a semejanzas en el sistema nervioso , digestivo y reproductor. Esta
estrecha relacién queda formalizada con la introduccidon en esta tesis del nombre
Pleuroanthobranchia (nuevo taxdn) que engloba los representantes de
Pleurobranchoidea y Anthobranchia. Este taxdn nuev o se define por los siguientes
caracteres exclusivos: la presencia de glandula sanguinea, espiculas calcareas en el
tegumento y un ciego cuya apertura comunica con el estobmago.

Por lo tanto, segun los arboles inferidos, el grupo monofilético Nudipleur a
queda separado en dos lineas ev olutivas divergentes, que son: por una parte
Cladobranchia y por otra Pleuroanthobranchia (Figura IV.6).

Por su parte, Anthobranchia es monofilético en todos los analisis realizados.
Esto concuerda con los estudios morfoldgicos previos, que apuntan a la presencia de
branquias anales, nefroprocto, la posicién posterodorsal del ano y un noto que recu-
bre la cabeza y los rinéforos dur ante la ontogenia, como sinapomorfias del grupo
(Wagele y Willan, 2000). Tradicionalmente, Antobranchia se ha dividido en
Cryptobranchia y Phanerobranchia, segun la posesién o no (respectivamente) de una
cavidad protectora para las branquias. Los resultados de esta tesis no apoyan esta

division, ya que ni los fanerobranquios (Onchidoris, Ancula, Triopha, Tambja vy
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Roboastra) ni los criptobr anquios

Platydoris argo
—| (Doris, Chromodoiris, Aldisa,
Rostanga pulchra

Discodoris confusa Cadlina, Discodoris, Rostanga vy

Cadlina laevis Platydoris) resultan grupos mondfi -

4|_—Aldisa banyulensis ~ |éticos (Figura IV.7). En los &rboles

Roboastra europaea obtenidos, Onchidoris es el tax on

| Y— Tumbja ceutae basal dentro de Antobranchia. Por lo

Triopha maculata tanto, el estado plesiomorfico seria

Chromodoris krohni la ausencia de ca vidad protectora

_EA”CUM gibosa para las branquias, que, con poste -

Doris pseudoargus rioridad, se habria ido desarrollando
Onchidoris muricata

varias veces de forma independiente

Fig. IV.7. Cladograma reducido que resume los resulta- a lo largo de la historia evolutiva de
dos obtenidos en esta tesis dentro de Anthobranchia. .

Los nodos que se muestr an son estadisticamente los antobranqwos.

robustos en las diferentes metodologias empleadas. En Otras relaciones de interés
azul se muestran los antobranquios fanerobranquios

(ver texto). dentro de Antobranchia obtenidas en

este estudio son, por una parte, la

que forman Platydoris y Rostanga como grupos hermanos (lo que corrobora los
resultados de estudios morfoldgicos previos que unen ambos grupos por la presen -
cia en ambos de cariofilidios (estructuras sensoriales especializadas) (Valdés, 2001;
2002)) y por otra parte, la posicion alejada de Cadlina y Chromodoris que cuestiona
la monofilia de Chromodoridae, grupo que incluye ambos taxones. La posicién dudo-
sa de Cadlina dentro de Chromodoridae ya habia sido apuntada con anterioridad v,
por lo tanto esta pendiente de una revisidon profunda de su morfologia (Thollesson,
1999a; Wollscheid et al., 2001).

Finalmente, Cladobranchia (grupo del que, aunque incluy e Dendronotacea,
Aeolidaecea y Arminacea, s6lo se han estudiado aqui representantes de los dos pri -
meros grupos) es monofilético en todos los analisis realizados en esta tesis. Aunque
su monofilia también se obtiene en los analisis filogenéticos basados en datos mor -
foldgicos, aun no se ha definido ninguna sinapomorfia que car acterice al grupo
(Wéagele y Willan, 2000). Si bien se ha sugerido que las semejanzas que se encuen -
tran entre ellos en car acteres del sistema digestiv o y reproductor puedan haberse
adquirido por convergencia (Ghiselin, 1966), los resultados de esta tesis apoyan un
origen comun, al menos para los representantes de Dendronotacea y Aeolidaecea.

En los arboles filogenéticos inferidos en esta tesis, Dendronotoidea
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_|_H“”006km uncinaia (Hancockia, Tethys y Dendronotus)
Tethys fimbria -
no forma un grupo monofilético ,

Dendronotus frondosus . -
% . o hecho que ha sido sefialado con
Favorinus branchialis

. o anterioridad en la literatura (Wagele
Facelina bostoniensis

Aeolidia papillosa y Willan, 2000; Wollscheid et al.,

Flabellina affinis 2001) (Figura 1IV.8). Finalmente,
Eubranchus sp. Aeolidoidea si es un grupo monofilé-

_|— Cuthona ocellata tico en los arboles obtenidos en esta
Tergipes tergipes tesis lo que corrobora estudios basa-

dos en datos morfoldgicos previos
Fig. IV.8. Cladograma reducido que resume los resulta- 9 P !

dos obtenidos en esta tesis dentro de Cladobranchia. que consideran la presencia de cni-
Los nodos que se muestr an son estadisticamente ;
robustos en las diferentes metodologias empleadas. dosacos (receptaculos donde se

almacenan los cnidocistos de los cni-
darios que han servido de presas a los aeolidaceos y que tienen una funcion defen -
siva) en la parte dorsal del cuerpo como caracter deriv ado exclusivo del grupo
(Wégele y Willan, 2000; Wollscheid et al., 2001).

IV.3.- Tareas pendientes para futuros analisis

El presente estudio ha permitido avanzar en el conocimiento de las relaciones
filogenéticas de los principales linajes de Euth yneura. En el futuro serd necesaria la
incorporacion de representantes de los diferentes linajes de Heterostropha
(Valvatoidea, Architectonicoidea, Rissoelloidea y Omalogyroidea) asi como de diver-
sos grupos de Caenogastropoda (Rissooidea y Littorinoidea) con el fin de localizar el
origen evolutivo de Heterobranchia. El estudio de los diferentes heterostrofos permi-
tird del mismo modo, establecer los limites de Euthyneura, grupo que como ha que-
dado patente en este trabajo no esta totalmente delimitado.

La futura consideracion de los representantes de los grupos de pulmona-
dos no incluidos en este analisis (Otinoidea, Rathouisioidea, Amphiboloidea,
Lymnaeoidea, Glacidorboidea y T rimusculiformes), permitira definir la historia
evolutiva de los pumonados (grupo polifilético, segin se ha propuesto en esta
tesis) y establecer una clasificacién robusta y estable para este grupo. Del mismo
modo, la incorporacion de estos taxones, aclarara las caracteristicas ecolégicas de
los grupos ancestrales a Stylommatophora y cdmo se produjo la colonizacion del
medio terrestre por parte de Euthyneura.
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El estudio de representantes del género Acteon y de las familias Ringiculidae
y Diaphanidae en futuros analisis moleculares permitira establecer su relaciéon con
los heterostrofos y con los opistobr anquios, asi como el origen de éstos ultimos.
Dentro de Opisthobranchia, es basica la incorporacion en futuros analisis de repre-
sentantes de Thecosomata, Gymnosomata, Acochlidiomorpha y Rhodopemorpha,
gue no han sido considerados en este estudio y que, debido a su reducido tamafio y
su rareza, han sido muy poco estudiados por los malacdlogos a lo largo de la histo -
ria, lo cual lo hace mas interesante si cabe. Deben incluirse también mas represen-
tantes de Sacoglossa, con el fin de comprobar su monofilia y su posicion dentro de
los opistobranquios. Del mismo modo , queda pendiente establecer las relaciones
entre Dendronotacea, Aeolidacea y Arminacea.

Hasta que, al menos, todos estos puntos no ha yan sido aclarados, no sera

posible establecer un casificacidon estable para el conjunto de Heterobranchia.
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1.- De la secuenciacion del genoma mitocondrial completo de R. europaea se pue-

2.-

den extraer las siguientes conclusiones principales:
- El genoma mitocondrial completo del nudibranquio R. europaea tiene un
tamafio de 14.472 bp y codifica par a 37 genes (13 codificantes par a protei-
nas, 2 ARNs ribosomales y 22 ARNs de transferencia).
- La region control del genoma mitocondrial de R. europaea se encuentra
entre los genes cox3 vy trnl.
- El orden de los genes mitocondriales de  R. europaea es casi idéntico al
observado en el opistobranquio basal P. strigosa, del que sélo se diferencia
en la posicion del trnC.

De la observacién de la ordenacion génica de los genomas mitocondriales de
diversos eutineuros estudiados se deduce que el orden rrnL, trnL(cun), trnA,
trnP, nad6é y nad5 caracteriza el linaje Opisthobranchia+ Siphonaria+
Onchidella+ Pyramidella.

3.- De la revisién de las secuencias de aminoacidos inferidas de los genes mitocon -

driales de diversos heterobranquios estudiados se deduce que la presencia de la
insercién de un aminoacido Glicina en la posicidon 46 (de acuerdo con R. euro-
paea) del gen cox1 en Opisthobranchia y Siphonaria apoya la hipotesis de una
estrecha relacién evolutiva entre ambos grupos. Ademas, el hecho de que este
aminoacido esté presente en el heterostrofo Cornirostra (Valvatoidea), pero no
se halle en el heterostrofo Pyramidella (Pyramidelloidea) también apoya la hipo-

tesis de parafilia para Heterostropha.

4.- De la revisidén de la estructura secundaria del gen mitocondrial rrnL de diversos

eutineuros estudiados se deduce que la presencia de una estructura “stem-loop”
en el dominio III de dicho gen en Pleurobranchoidea y Nudibranchia apoya la
monofilia de Nudipleura. Esta estructura no se ha encontrado hasta el momen-

to en ningun otro linaje dentro de Heterobranchia.

De todos los analisis filogenéticos realizados en esta tesis se concluy en los
siguientes puntos:
- el ADN mitocondrial es Gtil para elaborar hipotesis sobre la historia evoluti-
va de Euthyneura.
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- Pyramidella dolabrata se sitla dentro de Euthyneura. Estos resultados ins-
tan a una revisién de la posicidén filogenética de Pyramidelloidea, ya que con-
tradicen las hipotesis tradicionales.

- Pulmonata no es un grupo mondfiletico. El sistelomatdforo Onchidella celti-
ca se sitla separado del resto de pulmonados y se relaciona mas estrecha-
mente con Opisthobranchia y Pyramidella. Por lo tanto, Onchidiidae es un
grupo con una posicién filogenética intermedia entre pulmonados y opisto -
branquios. Por otra parte, el basomatéforo Siphonaria pectinata se sitia den-
tro de Opisthobranchia. De los resultados obtenidos se concluye que debe lle-
varse a cabo una exhaustiv a revisidon morfoldgica para establecer los carac-
teres homologos entre Opisthobr anchia y Siphonaria, asi como las sinapo -
morfias que los sustentan.

- Los pulmonados estilomatéforos son monofiléticos. Su posicion basal den -
tro de Euthyneura permite concluir que la colonizacién del medio terrestre lle-
vada a cabo por los estilomatoforos, ocurrid en una etapa temprana dentro
de la historia evolutiva de Euthyneura.

- Ascobulla (Sacoglossa) constituye el linaje mas basal de los opistobranquios
estudiados.

- Hay dos lineas ev olutivas divergentes vy bien diferenciadas dentro de
Opisthobranchia: una constituida por Cephalaspidea, Anaspidea vy
Tylodinoidea y otra formada por Architectibranchia y Nudipleura. Todos estos
grupos son monofiléticos.

- Cephalaspidea y Architectibranchia constituyen dos linajes evolutivos inde-
pendientes, al igual que Tylodinoidea y Pleurobranchoidea.

- Bulloidea, Philinoidea y Runcinoidea son tres linajes evolutivos bien diferen-
ciados dentro de Cephalaspidea.

- Nudibranchia es un grupo parafilético. Hay origenes diferentes para
Anthobranchia y Cladobranchia.

- Pleurobranchoidea y Anthobranchia comparten un mismo origen evoluti-
vo, lo que ha permitido definir en esta tesis el nuev o taxon
Pleuroanthobranchia que engloba a ambos grupos. Este tax on nuevo se
define por los siguientes caracteres exclusivos: la presencia de una glandu-
la sanguinea, espiculas calcareas en el tegumento y un ciego cuy a apertu-
ra comunica con el estdmago.

- Anthobranchia es monofilético. Sin embargo, ni criptobranquios ni fanero-
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branquios constituyen grupos monofiléticos. Por lo tanto, la cavidad protecto-
ra para las branquias, que tradicionalmente ha servido par a definir ambos
grupos, se habria desarrollado varias veces de forma independiente a lo largo
de la historia evolutiva de los antobranquios.

- Cladobranchia es monofilético. Sin embargo, la monofilia de Dendronotoidea
no puede ser confirmada ni rechazada con los resultados obtenidos en esta

tesis. Por otra parte, Aeolidoidea es un grupo monofilético.

6.- Se proponen modificaciones en la clasificaciéon actual de los Euthyneura.
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GLOSARIO

“Ampulla”: Expansion del conducto hermafrodita donde se almacena el esperma
enddgeno.

Aposematico: Que posee colores de aviso o sefales que indican a un posible depre-
dador que el organismo es nocivo.

Bursa copulatriz: Saco con una apertur a que comunica con la v agina, donde se
almacena el esperma exdgeno después de la copula y que puede tener también
una funcién gametolitica.

Caracteres homaélogos: Aquellos que son adquiridos por descendencia a partir de
un antecesor comun.

Caracteres homoplasicos: Aquellos que son adquiridos de forma independiente.

Cariofilidio: Estructura, tipo tubérculo, presente en el dorso de algunos miembros
de Nudibranchia que posee un érgano sensorial apical rodeado de un anillo con
espiculas calcéareas.

Cerata: Prolongaciones de la superficie corporal dorsal presentes en algunos miem-
bros de Nudibranchia que actian como branquias y que en los miembros de
Aeolidina poseen terminaciones de la glandula digestiva.

Cnidocisto: Célula urticante de cnidarios, que se compone de un saco de fluido
en el que se encuentra un filamento largo enrollado que se dispara cuando se
estimula.

Ctenidio: Organo respiratorio presente en la ca vidad del manto de los gasterdpo -
dos; esta formado por un eje y series de lamelas a ambos lados.

Cuerpo dorsal: Estructura asociada al ganglio cerebral presente en Pulmonata que
tiene una funcidn neurosecretora.

Epipodio: Expansiones musculares de los laterales y de la parte superior del pie que
pueden formar los parapodios en Opisthobranchia y en los que puede haber todo
tipo de estructuras, como papilas, tentaculos y areas sensoriales.

Escudo cefalico: Estructura anterior que cubre la cabeza de los miembros de
Cephalaspidea y de algunos otros grupos de gasteropodos ex cavadores y que
posee un surco superficial en su linea media y un par de prolongaciones laterales.

Estatocisto: Vesicula revestida con células sensoriales, que contiene cuerpos que
se mueven por la accién de la gravedad y que esta relacionado con la percep-
cién del equilibrio.

Estreptoneuro: Que tiene el lazo visceral del sistema nervioso cruzado formando
una figura asimétrica de un ocho.

Eutineuro: Que tiene el lazo visceral del sistema nervioso desenrollado.
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Glandula del albumen: Masa glandular localizada junto al oviducto de algunos gas-
teropodos que proporciona un fluido extraembrionario al huevo.

Glandula cerebral: Estructura asociada al ganglio cerebral presente en Pulmonata
y que tiene una funcién neurosecretora.

Glandula hipobranquial: Glandula situada en la superficie del manto compuesta
por un epitelio glandular columnar.

Glandula opalina: Glandula que produce sustancias repelentes y que esta presen -
te en la cavidad del manto de algunos miembros de Anaspidea.

Glandula pedal: Glandula asociada al pie de los gasterdpodos, que produce una
sustancia mucosa que facilita el desplazamiento.

Glandula prostatica: Parte del gonoducto masculino de algunos gasterépodos que
produce secreciones proteicas. Puede formar parte del vaso deferente o ser un
diverticulo independiente con una apertura al vaso deferente.

Glandula parpura: Glandula que produce una sustancia de color purpura, presen-
te en algunos miembros de Anaspidea.

Glandula sanguinea: Masa glandular folicular presente en algunos opistobran-
quios que se situan en la aorta y que puede estar asociada con la produccién
de amebocitos.

Grupo monofilético: Conjunto de taxones que incluye su ancestro mas préximo y
todos sus descendientes. Se define a partir de sinapomorfias.

Grupo parafilético: Conjunto de taxones que incluye su ancestro mas préximo
pero que no contiene todos sus descendientes. Se define a partir de simple -
siomorfias.

Grupo polifilético: Es aquel en el cual el antepasado comuin mas reciente es asig -
nado a otro grupo y no al grupo en cuestién.

Heterostrofia: Cambio de direccidén en el enrollamiento de la concha entre el esta-
do larvario y el adulto.

Hiponoto: Borde exterior del pie de los pulmonados sistelomatoforos.

Manto: Tegumento que cubre la masa viscer al de los moluscos; segrega la concha
en aquellos moluscos que la posean.

Neumostoma: Poro respiratorio formado por la fusion del borde del manto con
el cuello de los pulmonados, situado normalmente en el lado derecho del
cuerpo.

Noto: Parte del dorso, a modo de escudo, presente en los pulmonados y en los opis-

tobranquios que carecen de concha o tienen una concha interna. En los pulmo -
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nados puede separarse de la parte ventral (hiponoto) mediante un surco.

Opérculo: Estructura cdrneo o calcarea que cierr a la apertura de la concha de
muchos gasterdépodos.

Organo de Hancock: Organo quimiorreceptor presente en Cephalaspidea situado
entre el pie y el escudo cefalico.

Osfradio: Organo quimiorreceptor situado en la cavidad del manto cerca del ctenidio.

Palpos labiales: Apéndices triangulares situados a ambos lados de la boca de algu
nos gasterépodos, que los utilizan para manejar la comida.

Parapodios: Expansiones laterales del pie presentes en algunos miembros de
Opsithobranchia que pueden servir para la natacién.

Procerebro: Estructura asociada al ganglio cerebr al presente en Pulmonata, que
tiene una funcién neurosecretora.

Propodio: Parte anterior del pie de los gasterépodos.

Radula: Banda membranosa con filas longitudinales de dientes quitinosos situada
en la cavidad bucal de la mayoria de los gasterépodos.

Receptaculo seminal: Saco para la recepcion y almacenamiento del esperma exo-
geno presente en algunos gasterdépodos.

Region control: Zona no codificante que contiene el inicio de la tr  anscripcidén y
replicacion del genoma mitocondrial de los metazoos.

Rinoforo: Tentaculo quimiorreceptor par situado en la regién cefalica de los opis
tobranquios.

Secuencias ortdlogas: Que descienden de la secuencia de un gen ancestral que no
ha sufrido duplicacion.

Simplesiomorfia: Cardcter ancestral compartido.

Sinapomorfia: Caracter derivado compartido.

Sistema reproductor androdiaulico: Modalidad de sistema reproductor en el que
la vagina y el oviducto comparten un Unico conducto, mientras que el vaso defe-
rente permanece independiente.

Sistema reproductor monoaulico: Modalidad de sistema reproductor en el que el
vaso deferente, la vagina y el oviducto comparten un Unico conducto.

Sistema reproductor oodiaulico: Modalidad de sistema reproductor en el que la
vagina y el vaso deferente comparten un Unico conducto , mientras que el ovi-
ducto permanece independiente.

Sistema reproductor tridulico: Modalidad de sistema reproductor en el que el v aso

deferente, la vagina y el oviducto tienen cada uno un conducto independiente.
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Transicién: Proceso por el cual un nucleétido purina (A y G) se sustituy e por otra
purina o un nucleétido piramidina (C y T) se sustituye por otra pirimidina.
Transversion: Proceso por el cual un nucledtido purina se sustituy e por una pira-

midina y viceversa.
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APENDICE

Apéndice 1. Clasificacidon actual de Heterobr anchia (izquierda) (Beesley, Ross y Wells, 1998; Wa&gele y
Willan, 2000; Schrodl et al., 2001; Mikkelsen, 2002) y clasificacion de Euthyneura propuesta basada en
los datos evolutivos recuperados en esta tesis (derecha). Las flechas indican los cambios entre ambas cla
sificaciones. En azul se indican los taxones de los cuales se ha analizado algun representante en esta tesis.
En rojo se indican los taxones de heterostrofos no representados en esta tesis pero de los que existe infor
macién molecular publicada previamente y que ha sido consider ada en los analisis (ver texto).

Heterobranchia
Heterostropha
Valvatoidea
Architectonicoidea
Rissoelloidea
Omalogyroidea
Pyramidelloidea

Euthyneura Euthyneura
Opisthobranchia Pyramidelloidea

Architectibranchia
Cephalaspidea

Opisthobranchia
Architectibranchia

Bulloidea Cephalaspidea
Phillinoidea Bulloidea
Runcinoidea Phillinoidea
Acochlidea Runcinoidea
Rhodopemorpha Acochlidea
Anaspidea Rhodopemorpha
Akeroidea Anaspidea
Aplysioidea Akeroidea
Sacoglossa Aplysioidea
Oxynooidea Sacoglossa
Elysioidea Oxynooidea
Limapontioidea Elysioidea
Thecosomata Limapontioidea
Gymnosomata Thecosomata
Tylodinoidea Gymnosomata
Nudipleura Tylodinoidea
Pleurobranchoidea Nudipleura

Nudibranchia

Anthobranchia
Doridoidea

Uﬁnthobranchia
Pleurobranchoidea

\> Anthobranchia

Bathydoridoidea Doridoidea
Dexiarchia Bathydoridoidea
Cladobranchia Dexiarchia
Cladobranchia
Aeolidacea
Arminacea
Doridoxa Dendronotacea
Pulmonata Doridoxa
Systellomatophora Siphonarioidea
Otinoidea Onchidioidea
Onchidioidea Stylommatophora
Rathouisioidea Ellobioidea
Basommatophora

Amphiboloidea
Siphonarioidea
Lymnaeoidea
Glacidorboidea
Eupulmonata

Actophila (Ellobioidea)

Trimusculiformes
Stylommatophora
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Apéndice 2. Lista de especies consider adas en los analisis filogenéticos de la presente tesis clasificadas
segun la propuesta del apéndice 1.

Pyramidelloidea

Pyramidella dolabrata (Linné, 1758)
Opisthobranchia

Architectibranchia

Micromelo undata (Brugiere, 1792)
Pupa strigosa (Gould, 1859)

Cephalaspidea

Bulloidea

Haminoea callidegenita (Gibson & Chia, 1989)
Phillinoidea

Philine aperta (Linné, 1767)

Chelidonura africana Pruvot-Fol, 1953
Runcinoidea

Runcina coronata (de Quatrefages, 1844 )

Anaspidea

Aplysioidea
Aplysia punctata (Cuvier, 1803)
Petalifera petalifera (Rang, 1828)
Dolabrifera dolabrifera (Cuvier, 1817)

Sacoglossa

Oxynooidea
Ascobulla fragilis (Jeffreys, 1856)

Tylodinoidea

Tylodina perversa (Gmelin, 1791)
Umbraculum mediterraneum (Lamarck, 1812)

Nudipleura

Pleuroanthobranchia
Pleurobranchoidea
Berthella plumula (Montagu, 1803)
Bathyberthella antarctica Willan & Bertsch, 1987
Pleurobranchaea meckeli (de Blainville, 1826)
Anthobranchia
Doridoidea
Ancula gibbosa (Risso, 1818)
Doris pseudoargus (Rapp, 1827)
Roboastra europea Garcia-Gémez, 1985
Tambja ceutae Garcia-Gomez & Ortea, 1988
Triopha maculata MacFarland, 1905
Chromodoris krohni (Vérany, 1846)
Platydoris argo (Linné, 1767)
Rostanga pulchra MacFarland, 1905
Discodoris confusa Ballesteros, Llera & Ortea1985
Cadlina laevis (Linné, 1767)
Aldisa banyulensis Pruvot-Fol, 1951
Onchidoris muricata (Mduller, 1776)
Dexiarchia
Cladobranchia
Aeolidacea
Aeolidia papillosa (Linné, 1761)
Facelina bostoniensis (Couthouy, 1838)
Tergipes tergipes (Forskal, 1775)
Flabellina affinis (Gmelin, 1791)
Favorinus branchialis (Rathke, 1806)
Cuthona ocellata (Schmekel, 1966 )
Eubranchus sp.
Dendronotacea
Tethys fimbria (Linné, 1767)
Dendronotus frondosus (Ascanius, 1774)
Hancockia uncinata (Hesse, 1872)

Siphonarioidea

Siphonaria pectinata (Linné, 1758)

Onchidioidea
Onchidella celtica (Cuvier, 1817)
Stylommatophora
Helix aspersa Miller 1774
Cepaea nemoralis (Linné, 1758)
Elonaquimperiana (Férussac, 1821)
Rumina decollata (Linné, 1758)
Albinaria coerulea (Rossmassler, 1835)

Myosotella myosotis (Draparnaud, 1801)
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ABREVIATURAS

ADN
AIC
ARNmM
ARNr
ARNt
atp6 y 8

BI

pb

BPP

cob

coxl,2 y3

dNTP
GTR

ITS
MCMCMC
ME

MgClz
MgSO0s4
ML

oM

mM

MP
nadi-6y 4L

NJ

PCR
RGC
REV
rrnL

rrnS

TBR

trnA

trnC
trnD

trnE

trnF
trnG
trnH

trnl

trnK
trnL(ucn)
trnL(uur)

Acido desoxirribonucleico

Criterio de informacién de Akaike

Acido ribonucléico mensajero

Acido ribonucléico ribosémico

Acido ribonucléico de transferencia

Genes que codifican para las subunidades 6 y 8 de la
ATPasa mitocondrial

Inferencia bayesiana

Pares de bases

Probabilidad posterior bayesiana

Gen que codifica para el citocromo b

Genes que codifican para las subunidades 1, 2 y 3 de la
citocromo oxidasa

Desoxinucleétido

“General time reversible model”

Espaciador transcrito interno

“Metropolis-couple Markov Chain Monte Carlo”

Evolucién minima

Cloruro magnésico

Sulfato magnésico

Maxima verosimilitud

Micromolar

Milimolar

Maxima parsimonia

Genes que codifican para las subunidades 1-6 y 4L de la
NADH deshidrogenasa

Union por vecindad

Reaccidn en cadena de la polimerasa

Cambios gendmicos inusuales

Modelo reversible general

Gen que codifica para la subunidad grande del acido ribonucléico
ribosémico

Gen que codifica para la subunidad pequefia del acido ribonucléico
ribosdmico

“Tree bisection and reconnection”

Acido ribonucléico de transferencia Alanina
Acido ribonucléico de transferencia Cisteina
Acido ribonucléico de transferencia Acido Aspartico
Acido ribonucléico de transferencia Acido Glutdmico
Acido ribonucléico de transferencia Fenilalanina
Acido ribonucléico de transferencia Glicina
Acido ribonucléico de transferencia Histidina
Acido ribonucléico de transferencia Isoleucina
Acido ribonucléico de transferencia Lisina
Acido ribonucléico de transferencia Leucina
Acido ribonucléico de transferencia Leucina
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trnM

trnN

trnP

trnQ

trnR
trnS(ucn)
trnS(agn)
trnT

trnV

trnY
trnW

Ts

Tv
UPGMA
WPGMA

Acido ribonucléico de transferencia Metionina

Acido ribonucléico de transferencia Asparagina

Acido ribonucléico de transferencia Prolina

Acido ribonucléico de transferencia Glutamina

Acido ribonucléico de transferencia Arginina

Acido ribonucléico de transferencia Serina

Acido ribonucléico de transferencia Serina

Acido ribonucléico de transferencia Treonina

Acido ribonucléico de transferencia Valina

Acido ribonucléico de transferencia Tirosina

Acido ribonucléico de transferencia Triptéfano
Transicion

Transversion

“Unweighted-pair group method with arithmetic means”
“Weighted-pair group method with arithmetic means”
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