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RESUMEN. Eisenia andrei (Savigny, 1826) y Eisenia fetida Bouché, 1972 (Oligochaeta, Lumbricidae)

son dos especies de lombrices de tierra muy relacionadas y utilizadas habitualmente en el proceso de

vermicompostaje de residuos organicos solidos, en la ecotoxicologia, fisiologia y estudios genéticos. Su
estatus taxonoémico ha sido muy controvertido y en la literatura actual, ambas especies contintian a ser
indiscriminadamente referidas como E. fetida o E. foetida; a menudo no queda claro cual de las dos es-
pecies ha sido la utilizada. Este articulo de revision incluye una sintesis de dos trabajos ya publicados por
nuestro grupo en los que se demuestra de forma clara que se trata de dos especies bioldgicas diferentes
que estan aisladas reproductivamente y que también estan bien delimitadas filogenéticamente. El aisla-
miento reproductivo se confirmé después de estudiar la viabilidad de la descendencia de cruces inter e
intraespecificos de ambas especies de lombrices. Ademas, los arboles filogenéticos construidos sobre la
base de las secuencias de ADN de los genes 28S y COI confirmaron que eran especies filogenéticamente
diferentes. El hecho de que sean dos especies diferentes tiene importantes implicaciones; asi por ejemplo
en los procesos de vermicompostaje es mas recomendable la utilizacion de E. andrei que tiene tasas de
crecimiento y reproducciéon mas altas que E. fetida. Por otra parte en estudios de ecotoxicologia no es
posible asumir que las sustancias contaminantes tendrian el mismo efecto en las dos especies dado que
sus respuestas a los factores de estrés podrian ser diferentes. El aislamiento reproductivo de las dos espe-
cies es postcopula y no precopula, y esto junto con el hecho de que viven en simpatria afecta claramente

a la dinamica de poblaciones reduciendo la eficacia bioldgica individual da cada especie. Por todo ello

es importante considerarlas como dos especies diferentes y evitar los cultivos mixtos.
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ABSTRACT. The closely related species Eisenia fetida (Savigny, 1826) and Eisenia andrei Bouché,
1972 are the most commonly used for management of organic wastes, and also in ecotoxicology, physi-
ology and genetic studies. The problem of their taxonomic status remained unresolved for a long time
and in much of the current literature both species are still termed indiscriminately as E. fetida or E.
foetida, and it is often not clear which of the two species is being referred to. This review article synthe-
sizes two articles already published by our group where we found that they are two different biological
species, reproductively isolated and that they are also two different phylogenetic species. The reproduc-
tive isolation was confirmed after studying the offspring viability from inter- and intra-specific crosses
of both species. Additionally, fully resolved and well supported phylogenetic trees based on mitochon-
drial (COI) and nuclear DNA sequences (28S) confirmed that they are different phylogenetic species.
This evidence implies important considerations: for vermiculture or vermicomposting E. andrei is more
recommended since its growth and reproduction rates are higher. In studies on ecotoxicology it is not
possible to assume that contaminants will have the same effect on the two species, since their responses
to stress factors could be different. The existence of post-copula but not pre-copula isolation in sympat-
ric populations clearly affects the population dynamics by reducing the fitness of the individuals. For
this reason, in applied aspects it is important keep the two species separated.

Keywords: Earthworms, reproductive barriers, hybridization, speciation, post-zygotic isolation, DNA,
phylogeny, species delimitation.

INTRODUCCION
Este trabajo representa una sintesis de dos trabajos ya publicados por nuestro grupo
de investigacion (Dominguez et al. 2005, Pérez-Losada et al. 2005) en el que se de-
muestra de forma clara que Eisenia fetida (Savigny, 1826) y Eisenia andrei Bouché,
1972 (Oligochaeta, Lumbricidae) son dos especies biologicas diferentes, reproducti-
vamente aisladas y bien delimitadas filogenéticamente.

La importancia de la taxonomia esta bien reconocida por la mayoria de los cienti-
ficos y de hecho, sin una taxonomia fiable, la mayoria de los estudios ecologicos son
irrelevantes. En muchas especies de lombrices de tierra la identificacion taxonémica
basada en caracteres morfoldgicos es dificil debido a la ausencia de caracteres diag-
noésticos estables y faciles de manejar (Pop et al. 2003).

Eisenia fetida y E. andrei son dos especies de lombrices estrechamente relacio-
nadas y muy utilizadas para el reciclaje de residuos organicos mediante vermicom-
postaje, y también en estudios de ecotoxicologia, fisiologia y genética. Este uso tan
extendido se debe a que son ubicuas con una distribuciéon cosmopolita, con ciclos
de vida cortos, un rango amplio de tolerancia a la temperatura y a la humedad y un
manejo relativamente sencillo (Dominguez 2004).

Ambeas especies se describieron como morfotipos diferentes de E. fetida de acuer-
do a diferencias en la pigmentacion del cuerpo (André 1963) y posteriormente Bouché
(1972) les dio estatus subespecifico, nombrandolas E. foetida foetida y E. foetida uni-
color. Aunque actualmente muchos autores aceptan a E. fetida y E. andrei como es-
pecies diferentes, la literatura mas antigua e incluso mucha literatura actual se refiere
a estas especies colectivamente como E. fetida o E. foetida, una correccion incorrecta
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¢ ilegal del original E. fetida (Sims 1983, Easton 1983). Eisenia fetida se corresponde
con la forma rayada y presenta el area entre los segmentos sin pigmentacion o de
color amarillo o palido; de ahi, su nombre comin de lombriz rayada o lombriz tigre.
En contraste, E. andrei, la lombriz roja comun, tiene la forma de color rojo uniforme.
Aparte de las diferencias en la pigmentacion, ambas especies son morfologicamente
similares (Sims & Gerard 1985, Reinecke & Viljoen 1991) y sus parametros biolo-
gicos, sobre todo de potencial reproductivo y sus ciclos de vida no se diferencian
significativamente, aunque la tasa de crecimiento y produccion de capullos es algo
mas alta en E. andrei que en E. fetida (Elvira et al. 1996). Los ciclos de vida de E.
fetida y E. andrei 'y su biologia de poblaciones y ecologia han sido investigados por
varios autores y han sido resumidos por Dominguez (2004). El problema del estatus
taxondmico del complejo E. fetida/andrei permanece aun sin resolver y ademas, en
gran parte de la literatura actual, ambas especies son nombradas indiscriminadamente
como E. fetida, no quedando claro en muchas ocasiones a cual de las dos especies se
hace referencia.

Ambas especies son sintopicas y generalmente viven en colonias mixtas en pilas
de estiércol y restos vegetales y por tanto su hibridacion seria posible; la hibridacion
entre poblaciones o especies puede tener efectos perjudiciales en la eficacia biologica
y afectar de forma dramatica a la dindmica de poblaciones en colonias mixtas. Si eso
fuese asi, cabria esperar que existiese aislamiento reproductivo que podria ser prezi-
gbtico, es decir debido a una incompatibilidad reproductiva en la copula o postzigoti-
co, es decir debido a una reduccion en la viabilidad de los descendientes.

El objetivo de esta investigacion fue determinar si E. andrei y E. fetida son dos
especies biologica y filogenéticamente diferentes. Se presentan en primer lugar los
resultados de algunos experimentos de laboratorio para probar la existencia de ba-
rreras reproductivas pre- o postzigoticas comparando la produccion de capullos y
recién nacidos de las dos especies mediante cruces interespecificos e intraespecificos.
Ademas, se presentan los resultados obtenidos utilizando datos moleculares basados
en arboles filogenéticos con secuencias de ADN mitocondrial y nuclear y aplicando
el procedimiento de delimitacion filogenética de especies de Wiens & Penkrot (2002)
para inferir las barreras especificas entre varias poblaciones de E. fetida y E. andrei.

MATERIAL Y METODOS
Para estudiar el aislamiento reproductivo se utilizaron 4 poblaciones diferentes de
lombrices: una poblacion de E. fetida de Vigo (Noroeste de Espafia) y tres poblacio-
nes de E. andrei provenientes de Vigo, Madrid y Brasil. Se utilizaron juveniles (100-
150 mg peso fresco), que se mantuvieron aislados en placas petri con estiércol de vaca
como alimento, para asegurar que las lombrices no almacenaban esperma de copulas
previas. Las placas se mantuvieron en camaras a 20 °C y 90% de humedad. Cuando
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las lombrices alcanzaron la madurez sexual se realizaron cruces entre individuos de
las distintas poblaciones. Los individuos se asignaron al azar en los cruces y el peso
de los miembros de la pareja en cada cruce fue similar. Cada pareja se coloco en una
placa petri durante siete dias. Después de este periodo, las lombrices se volvieron a
colocar individualmente en sus placa petri originales y durante 15 semanas se registro
la produccion semanal de capullos, el tiempo de incubacion de los mismos, su tasa de
viabilidad y el numero de recién nacidos por capullo. Se utilizaron modelos lineales
generalizados (MLG; Wedderburn 1974, McCullagh & Nelder 1989) para determinar
diferencias significativas en los parametros reproductivos entre los distintos cruces.

Para el estudio de delimitacion filogenética se utilizaron 20 individuos de E. an-
drei procedentes de poblaciones de Brasil, Irlanda y Espafia (cuatro poblaciones en
total), y 11 individuos de E. fetida de Irlanda y Espana (tres poblaciones). Ademaés
se utilizaron 6 individuos de E. eiseni (Levinsen, 1884) de Espafia (dos poblaciones)
COMmMo grupo externo.

El ADN genomico se extrajo usando los métodos descritos por Crandall & Fitzpa-
trick (1996). Los productos de PCR para la subunidad 28S del gen ribosomal nuclear
y el gen mitocondrial citocromo oxidasa I (COI) se amplificaron usando los primers
de Whiting (2001; rd1a a rd6b) y Folmer et al. (1994) respectivamente. Las secuen-
cias se generaron en ambas direcciones en un secuenciador ABI usando el ABI-Big
Dye Ready-Reaction Kit. Las secuencias de nucledtidos se alinearon usando Clustal
X (Thompson et al. 1997). La incongruencia entre 28S y COI se determind mediante
la metodologia propuesta por Wiens (1998). Se realizaron andlisis filogenéticos se-
parados para cada gen con el fin de detectar posibles areas de incongruencia (donde
pueden fallar los analisis filogenéticos combinados) indicadas por nodos conflictivos
(soportados por proporciones bootstrap >70% o probabilidades posteriores >95%) en
los distintos arboles. La seleccion del modelo evolutivo utilizado en los analisis de
maxima verosimilitud y en la aproximacion bayesiana se realizo en el programa MO-
DELTEST 3.06 (Posada & Crandall 1998). La reconstruccion filogenética se realizo
con PAUP v4.0b10 (Swofford 2002) utilizando métodos de maxima parsimonia (MP)
y maxima verosimilitud (ML, sus siglas en inglés). Los analisis de MP se llevaron a
cabo con pesos iguales, 100 adiciones aleatorias de secuencias y permutacion global
de ramas (TBR, sus siglas en inglés) para buscar el mejor arbol. Para los arboles obte-
nidos se evalud la veracidad de los nodos usando la prueba de bootstrap no paramétri-
co (Felsenstein 1985) con 1000 réplicas y una adicion por réplica. La implementacion
de ML se realizoé con 10 adiciones aleatorias de secuencias, TBR y bootstrap no
paramétrico con 100 réplicas y una adicion por réplica. La aproximacion bayesiana
se estimo usando MrBayes v3.0 (Ronquist & Hueselsenbeck 2003) bajo un modelo
simple para 28S y COI y un modelo mixto para 28S-COI con métodos Monte Carlo
de Cadenas de Markov (BMCMC). Se utilizo6 el protocolo de Wiens y Penkrot (2002)
para comprobar los limites especificos entre las secuencias de ADN de E. andrei y E.

324



Acta Zoologica Mexicana (n.s.) Numero Especial 2 (2010)

fetida. Este método se basa en un disefio del muestreo que incluye: (a) especies foca-
les y no focales para aplicar el test de exclusividad (todos los miembros de un grupo
comparten un antecesor comun mas reciente entre ellos que no comparten con ningiin
miembro de otro grupo) a las especies focales y b) al menos dos individuos por loca-
lidad para hacer las inferencias de flujo genético entre poblaciones. Se necesita una
filogenia de haplotipos (o individuos) con designacion taxondmica y localidad cono-
cida. Una topologia que no agrupe los haplotipos de una localidad dada como clado
se tomara como evidencia de flujo genético potencial entre poblaciones. El método
se implemento utilizando claves de flujo dicotdmico que llevan a varias alternativas
para tomar decisiones a nivel de especie.

RESULTADOS

No hubo diferencias significativas en la produccion de capullos de E. fetida en los
cuatro cruces experimentales, uno con E. fetida y tres con E. andrei (Fig. 1A; MLG,
F3,0 = 0,26, P>0,5), pero si hubo diferencias significativas en la viabilidad de los
capullos (MLG, F; 5, = 24,03, P>0,0001), de manera que E. fetida s6lo produjo capu-
llos viables en los cruces intraespecificos, es decir, no produjo capullos viables en los
cruces con E. andrei (Fig. 1B). La produccion de capullos de E. andrei fue la misma
en las dos poblaciones estudiadas (Vigo y Madrid) (Fig. 2A; MLG, F, 3, = 1,18, P
=0,29); y tampoco hubo efecto de los cruces (cuando se cruzé con E. fetida, con E.
andrei de Vigo y con E. andrei de Madrid) (Fig. 2A; MLG, F, 3, =2,26, P=0,12). La
poblacion de E. andrei de Vigo produjo significativamente menos capullos cuando se
cruzo6 con E. fetida que en los cruces intrapoblacionales (r=2,34 g.1.= 11 P =0,039).
Sin embargo, la interaccion entre poblacion y cruce no fue significativa (poblacion
x cruce; MLG, Fy 3, = 2,01, P=0,15). En E. andrei, s6lo los cruces intraespecificos
produjeron capullos viables, y asi la viabilidad de los capullos fue significativamente
diferente dependiendo del cruce (Fig. 2B; MLG, F, 34, = 41,08, P>0,0001) pero no de
la poblacion (Fig. 2B; MLG, F; 35= 2,08, P = 0,16). La interaccion entre poblacion y
cruce no fue significativa (MLG, F, 3, = 1,21, P =0,31).

El nimero de juveniles por capullo fue significativamente mas alto en E. andrei
(2,75 £ 0,13) que en E. fetida (2,11 £+ 0,24). El numero total de descendientes pro-
ducidos por las dos poblaciones de E. andrei fue similar y tampoco se observaron
diferencias significativas en los cruces entre poblaciones distintas (P>0,05 en todos
lo casos).

Con respecto a la delimitacion filogenética de E. fetida y E. andrei utilizando
secuencias de ADN, las filogenias obtenidas para cada gen por separado no fueron
contradictorias y en consecuencia se pudo recurrir a un analisis filogenético combi-
nando las secuencias de los dos genes (Fig. 3).
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Figura 1. (A) Numero de capullos producidos por Eisenia fetida durante 15 semanas y (B) viabilidad
de los mismos, después de cruzarse con E. fetida y tres poblaciones de E. andrei. Los valores son la
media + el error estandar. Véase que no se obtuvieron capullos fértiles en los cruces con E. andrei.

En todos los analisis filogenéticos de méaxima parsimonia, maxima verosimilitud
y bayesiano (BMCMC) de las secuencias de los genes 28S y COI, cada especie de
Eisenia aparecié como monofilética, aunque el soporte de los clados fue distinto para
los dos genes. Los andlisis filogenéticos de las secuencias combinadas (28S-COI)
mostraron el mismo patrén topologico, es decir que las tres especies de Eisenia apa-
recen como monofiléticas, pero en esta ocasion el soporte de los clados fue mayor,
con una probabilidad de bootstrap elevada (>90%) y una probabilidad posterior de
1,0 (Fig. 3). Las relaciones intraespecificas no se resolvieron bien en ningin caso
excepto para E. fetida de Irlanda (Eflr), que aparece claramente separada de las otras
dos poblaciones de E. fetida tanto en el arbol combinado (Fig. 3) como en los dos
individuales para cada gen (datos no mostrados, véase Pérez-Losada et al. 2005).
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Figura 2. (A) Numero de capullos producidos por dos poblaciones de Eisenia andrei (Madrid:
barras negras y Vigo: barras blancas) durante 15 semanas en los cruces con E. fetida y con las dos
poblaciones de E. andrei. (B) Viabilidad de los capullos de las dos poblaciones de E. andrei (Madrid
(barras negras) y Vigo (barras grises)) en los cruces con E. fetida y con las dos poblaciones de E.
andrei. Los valores son la media + el error estandar. Véase que no se obtuvieron capullos fértiles en
los cruces con E. fetida.

DISCUSION
Los experimentos de cruces interespecificos mostraron que E. fetida y E. andrei es-
tan aisladas reproductivamente porque no hubo descendencia viable de los mismos,
de forma que pueden considerarse especies diferentes de acuerdo con la definicion
biologica de especie (Mayr 1940), corroborando la hipotesis propuesta por Jaenike
(1982). No se obtuvo por tanto ningin individuo hibrido. En este sentido, estos re-
sultados contrastan con André (1963), donde la fusion de gametos masculinos de E.
andrei con gametos femeninos de E. fetida produjo hibridos con patrén de pigmen-
tacion intermedio, y con Sheepard (1998) que obtuvo también hibridos en cruces
interespecificos, si bien la fertilidad de los capullos en estos cruces fue baja. En con-
secuencia, nuestros resultados demuestran que la idea de la existencia de una tinica
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Figura 3. Arbol filogenético Bayesiano para 28S-COI. El soporte del bootstrap estimado por MP y
ML y la probabilidad posterior se muestran respectivamente sobre las ramas. Br = Brasil, Ir = Irlanda,
Vi = Vigo, Sa = Santiago, Ma = Madrid.

especie polimorfica de E. fetida debe rechazarse y sugerimos que, dado que los dos
fenotipos se pueden distinguir facilmente, se puede aplicar el estatus de “buena espe-
cie” (Mallet 1995) a los taxones estudiados. Ademas, nuestros resultados indican que
el aislamiento reproductivo entre E. andrei y E. fetida es postcopula, probablemente
postzigdtico, sin que exista un mecanismo eficiente para evitar las copulas interespe-
cificas. De hecho, el numero de capullos producidos fue similar en los cruces inter e
intra especificos de las dos especies, revelando que no existen mecanismos de pre-
vencion de la copula y de la produccion de capullos.

Los mecanismos de aislamiento postcopula y postzigdticos impiden el desarro-
llo del zigoto formando hibridos que no sobreviven, o bien dando lugar a hibridos
incapaces de reproducirse. En nuestro estudio se obtuvieron hibridos no viables; por
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tanto, el aislamiento postzigotico en E. fetida y E. andrei se podria caracterizar como
intrinseco, dado que depende de problemas en el desarrollo que son relativamente
independientes del medio ambiente (Turelli et al. 2001). Parece claro que el ais-
lamiento de ambas especies es incipiente, dado que tiene un profundo efecto en la
eficacia biologica de los individuos; ambas especies copulan y producen capullos,
aunque éstos son estériles y cabria esperar la aparicion de mecanismos que impidan
el apareamiento y la produccion de capullos con el fin de evitar costes de energia y
tiempo innecesarios. De hecho, en nuestro experimento la poblacion de E. andrei
de Vigo produjo significativamente menos capullos cuando se cruzd con E. fetida
que en los cruces intrapoblacionales, lo que sugiere que la poblacion de E. andrei de
Vigo invierte menos en capullos hibridos debido a que no son viables. Esto podria
ser indicativo del desarrollo de algin tipo de mecanismo prezigoético que evita la
inversion de recursos en apareamientos estériles. Ademas las dos poblaciones de E.
andrei tuvieron una produccién de capullos distinta cuando se cruzaron con E. fetida;
esto podria deberse a las diferencias ecologicas entre las dos poblaciones, ya que la
poblacion de Madrid proviene de instalaciones comerciales mientras que la poblacion
de Vigo procede de una pila de estiércol “natural” y por tanto, pudo estar en contacto
con individuos de otras especies. A modo de ejemplo, las hembras del complejo hi-
bridogénico Rana lessonae/Rana esculenta cambian su comportamiento con relacion
al namero de huevos que ponen cuando son amplexadas por machos “indeseados”
(Reyer et al. 1999).

En cuanto a la delimitacion filogenética de E. andrei y E. fetida, todos los arboles
mostraron que los haplotipos de las especies focales E. andrei 'y E. fetida son exclu-
sivos y que no hay flujo génico entre sus lineas basales. Por tanto se puede concluir
que, segun el método de delimitacion de especies de Wiens y Penkrot (2002), E. an-
dreiy E. fetida son especies filogenéticas diferentes. Estos resultados apoyan estudios
genéticos previos basados en alozimas, que indicaron que ambas especies podrian ser
diferentes (Jaenike 1982, Henry 1999, McElroy & Dhile 2001). Adicionalmente, esto
concuerda con otros estudios que encontraron diferentes particularidades bioquimi-
cas del factor antibacteriano (Roch et al. 1980), de la actividad bacteriostatica de las
células secretoras cloragogenas (Valembois et al. 1982) y “marcadores fluorescen-
tes” (fluorescent fingerprints) (Albani et al. 2003) entre las dos especies. En conclu-
sion, segun el concepto bioldgico y filogenético de especie (sensu Mayr 1942) E.
andrei 'y E. fetida son dos especies diferentes y por lo tanto las futuras investigacio-
nes en micro o macroevolucion, biogeografia, ecologia, conservacion y aspectos mas
aplicados (por ejemplo, vermicultura, vermicompostaje y ecotoxicologia) con estos
dos taxones, deberian ser conscientes de su status especifico y de sus implicaciones
correspondientes. Por ejemplo, en vermicultura y vermicompostaje se recomienda el
uso de E. andrei porque sus tasas de crecimiento y reproduccion son mas elevadas.
En estudios de ecotoxicologia, aunque ambas especies tienen caracteristicas ecolo-
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gicas y probablemente fisiologicas bastante similares, no se puede asumir que los
contaminantes tengan el mismo efecto en las dos especies, dado que sus repuestas a
factores de estrés pueden ser diferentes. La existencia de un aislamiento postcopula
y no precopula en poblaciones simpatricas afecta claramente a la dinamica de pobla-
ciones reduciendo la eficacia biologica individual. Todos estos motivos demuestran
que es importante considerarlas como dos especies diferentes y evitar en la medida
de lo posible los cultivos mixtos.
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