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Abstract: Karyotypes of the purple snails Plicopurpura pansa and Plicopurpura columellaris (Gastropoda:
Muricidae). The karyotypes of the purple snails Plicopurpura pansa (Gould, 1853) and P. columellaris
(Lamarck, 1816) were established from 17 and 13 adults, respectively; and from eight capsules with embryos
of P. pansa. In P. pansa were counted 59 mitotic fields in the adults and 127 in embryos; and 118 fields in P.
columellaris. Chromosome numbers from 30 to 42 were observed in both species. Such a variation was notori-
ous in each sample and there was no evidence of any relationship with tissue (gill, muscle and stomach). Both
species has a typical modal number of 2n=36 chromosomes. Five good quality chromosome spreads were
selected from adults of each species to assemble the karyotype. Classic cytogenetics statistics like relative
lengths, arm ratio, centromeric index and the difference between long and short arms are presented. There
were three pairs of metacentric and fifteen pairs of telocentric chromosomes in both species. This classification
was not strong enough, so the chromosome complement by species was divided in four groups (“a”, “b”, “c”
and “d”) on the basis of relative lengths (p+q). A comparison of p+q in each chromosome pair was estimated
within and between species by two ways analysis of variance and Tukey tests (P<0.05). Significant differences
were identified among chromosome groups in each species; the differences between species were given by the
first three pairs of chromosomes (group “a” biarmed) and the last two pairs (group “d” uniarmed). Deviations
in chromosome number and relative lengths probably are given by chromosome rearrangements, related with
chromosome polymorphism and presence of the atypical microchromosome “B”. The fundamental number in
both species was characterized by 42 chromosome arms. No sex chromosomes were identified. Rev. Biol. Trop.
55 (3-4): 853-866. Epub 2007 December, 28.
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En las costas de México se ha reporta-
do la presencia de tres especies del género
Plicopurpura o caracoles de tinte; dos de
ellas, P. pansa y P. Columellaris, habitan en el
pacifico y P. patula en la regioén golfo-Pacifico
(Castillo-Rodriguez 1992a, b). El limite geo-
grafico de ambas especies es Baja California
en el norte de México (Keen 1971) y en el
sur hasta las costas del Pert, Chile y las Islas
Galapagos (Turok er al. 1988, Turok 1999).

Dichas especies, han tenido importancia en
las tradiciones y ceremonias de varios grupos
indigenas de la region pacifico de México y
Sudamérica, desde la época precolombina hasta
la actual (Turok et al. 1988, Castillo-Rodriguez
1992a). En lo concerniente a investigaciones
realizadas en el género Plicopurpura, éstas se
han enfocado a observaciones de tipo poblacio-
nal y algunas relacionadas con el crecimiento
(Acevedo y Hernandez 1987, Alvarez 1989,
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Castillo-Rodriguez 1992b, Michel-Morfin et
al. 2000, 2002, Ramirez-Rodriguez y Naegel
2003). Aspectos de caracter anatdmico y mor-
fologico han sido evaluados con el proposito
de resolver conflictos de caracter taxonomi-
co en el género (Clench 1947, Abbott 1974,
Kool 1987, 1988, Castillo-Rodriguez 1992a);
o como en el caso de P. pansa para describir el
ciclo reproductivo y desarrollo embrionario de
la especie en cautiverio (Naegel 2004).

La composicion quimica de los pigmentos
fue evaluada por Wouters (1992), asi también
la posible explotacion comercial (Rios-Jara et
al. 1994, Michel-Morfin et al. 2002).

Los caracteres conquiliologicos y ana-
tomicos de las especies nominales P. pansa,
P patula y P. columellaris de acuerdo con
Castillo-Rodriguez (1992a) integran un grupo
interespecifico morfolégicamente. Dichas
observaciones, se han identificado durante el
desarrollo experimental del cultivo de P. pansa
y P. columellaris. En P. pansa, las conchas
toman coloracion y textura diferente a lo repor-
tado en la descripcion taxondmica representati-
va de la especie (Wellington y Kuris 1983).

Conflictos de caracter taxonomico utili-
zando métodos clasicos de identificacion han
sido reportados con frecuencia en la litera-
tura relacionada con la familia Thaididae y
Muricidae (Cernohorsky 1969, Keen 1971,
Kool 1987, 1988, Castillo-Rodriguez 1992a).
A raiz de dichos estudios, se ha sugerido la
asignacion especifica a la familia Thaididae
y/o Muricidae sin llegar a un acuerdo valido.
Recientemente, Castillo-Rodriguez (1992a)
sugiere que P. pansa, P. columellaris y P. patu-
la se situen dentro de la unidad taxonémica de
la familia Muricidae, sugerencia que fue adop-
tada en este documento.

El conocimiento de las adaptaciones y
las relaciones de caracter evolutivo entre los
miembros del grupo son aun desconocidas
(Turok et al. 1988). La informacion relacio-
nada con aspectos citogenéticos en el género
Plicopurpura no existen (Thiriot-Quiévreux
2003) y los estudios citogenéticos reportados
en el orden Neogastropoda han sido escasos,

con reportes en solo 10 familias del grupo
(Thiriot-Quiévreux 2003).

En la familia Muricidae, los numeros
cromosomicos en estado diploide varian de
26-36 cromosomas (Dixon et al. 1994, Pascoe
y Dixon 1994, Page 1988). Por ejemplo, en
Nucella lapillos, dichos autores sefialan que las
variaciones en el nimero de cromosomas es
el resultado de un alto grado de polimorfismo
Robertsoniano asociado a la presencia de cro-
mosomas tipo “B”. En N. canaliculata, N. lima
y N. lamellosa se ha registrado como nume-
ro analogo 70 cromosomas (Ahmed 1974).
Mientras que en la condicion haploide en
Murex brandaris y M. trunculus, nameros de
35 cromosomas (Ahmed 1974, Vitturi et al.
1982). En el caso de los miembros de la fami-
lia Thaididae los reportes no existen (Thiriot-
Quiévreux 2003).

En plantas y animales han sido amplia-
mente documentados la caracterizacion de cro-
mosomas pequefios 0 microcromosomas y la
de cromosomas grandes o de tamafio estandar;
ambos adicionales al complemento cromoso-
mico diploide (2n) del cariotipo tipico (White
1954, Jones y Rees 1982, Beukeboom 1994,
Camacho et al. 2000, Palestis et al. 2003,
2004, Granado et al. 2004, Moreira-Filho et
al. 2004). La observacion de variaciones en
el nimero o tamafio de los cromosomas que
integran un cariotipo, se ha relacionado con la
presencia de microcromosomas y/o cromoso-
mas tipo “B” (Jones y Rees 1982, Beukeboom
1994, Camacho et al. 2000, Palestis et al.
2003, 2004, Granado et al. 2004, Moreira-
Filho et al. 2004). Los cromosomas “B”, son
cromosomas indispensables y adicionales al
complemento estandar (cromosomas “A”), con
frecuencia son heterocromaticos (fragmentos
de ADN repetitivo que es transcripcionalmente
inactivo), y no contienen genes importantes
(Jones y Rees 1982, Rebollo y Arana 2001,
Fagundes et al. 2004, Granado et al. 2004).
Aunque estan integrados en algunos casos por
secuencias de ADN ribosomal, no muestran
segregacion mendeliana por lo que no se apa-
rean y recombinan con los cromosomas “A”
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durante la meiosis (Jones y Rees 1982, Rebollo
y Arana 2001, Fagundes et al. 2004, Granado
et al. 2004). No obstante, se ha observado que
es posible la integracion o fusion de un cromo-
soma “B” en un cromosoma “A” estandar; por
ejemplo en los cromosomas “A”y “B” del grillo
Eyprepocnemis ploran se ha discutido amplia-
mente dicho proceso (Granado et al. 2004). Por
otro lado, ambos tipos de cromosomas se han
observado con un alto grado de polimorfismo
con variacion y frecuencia considerable en las
poblaciones naturales. Dicha variacion en el
numero de cromosomas “B” y/o en el tamaiio de
los mismos se han identificado a nivel individual
(variacion intra-individual) o con variaciones
entre individuos (variacion inter-individual) de
una especie (Jones y Rees 1982, Beukeboom
1994, Camacho et al. 2000, Palestis et al. 2003,
2004, Granado et al. 2004, Moreira-Filho et al.
2004).

El polimorfismo cariotipico, se ha docu-
mentado en una variedad importante de espe-
cies animales, involucrando diferentes clases
de rearreglos cromosémicos (White 1954). Por
ejemplo el polimorfismo Robertsoniano encon-
trado en N. lapillos (Page 1988, Dixon et al.
1994, Pascoe y Dixon 1994).

En los miembros del género Plicopurpura,
se han realizado estudios en taxonomia, eco-
logia, anatomia, reproduccion y desarrollo
embrionario. Sin embargo, en el género fueron
desestimados estudios relacionados con el ana-
lisis del numero de cromosomas y la estructura
de los mismos. Aunque son una herramienta
importante para el diagnostico de relaciones de
tipo filogenético y de biologia basica. Ademas,
son primordiales en estudios complementa-
rios de biologia basica como filogenia y la de
caracterizar procesos evolutivos para resolver
conflictos de caracter taxonémico en especies
con habitat simpatrico como es el caso de las
especies sefaladas en este estudio.

El proposito de este analisis fue el de pro-
veer una herramienta complementaria para la
comprension de la biologica basica y la taxono-
mia de las especies P. pansa 'y P. columellaris
en México. Por ello, se reporta por primera
ocasion el nimero cromosomico y la estructura

morfologica de los cromosomas que constituyen
el cariotipo tipico de los caracoles de tinte.

MATERIALES Y METODOS

Area de recolecta y caracterizacién de
los especimenes: fueron recolectados y pro-
cesados 30 especimenes adultos en “Playa
Platanitos” municipio de Compostela, estado de
Nayarit, México. Diecisiete especimenes de P,
pansa (12 machos y cinco hembras) y 13 de P,
columellaris (nueve machos y cuatro hembras).
Los organismos fueron mantenidos en tanques
de fibra de vidrio con agua de mar tratada con
UV, temperatura aproximada de 20.0 + 1.0 °C,
salinidad de 35 ppm y aireacion constante. La
alimentacion consistié de una dieta a partir de
calamar fresco (2 g/individuo) cada tercer dia.
Los organismos fueron identificados y separa-
dos por especie y sexo, de acuerdo con el cri-
terio clasico de Clench (1947), Keen (1971) y
Abbott (1974). Asi como los caracteres conqui-
liologicos especificos citados por Kool (1987,
1988) y los caracteres radulares y anatdomicos
descritos por Castillo-Rodriguez (1992a).

Procedimiento citogenético: los caracoles
adultos fueron inyectados con 50 ug de colchi-
cina por gramo de peso del ejemplar, diluyendo
el alcaloide al 1.0 % en una solucion con 0.1 %
de citrato de sodio. Para aplicar la inyeccion,
se hizo una abertura pequena en la parte baja
de la concha, sobre la espira de la region sutu-
ral (canicula) utilizando una segueta de acero.
El tratamiento con colchicina mas apropiado
fue de 10 h y los organismos fueron manteni-
dos con aireacion constante en un contenedor
con agua de mar filtrada. Adicionalmente,
fueron utilizadas ocho capsulas obtenidas de
la reproducciéon en cautiverio de P pansa
en la Facultad de Ingenieria Pesquera de la
Universidad Autéonoma de Nayarit. Las capsu-
las contenian aproximadamente de 800 a 900
embriones y fueron tratadas por seis horas con
una solucion de colchicina al 0.05 % diluida
en agua de mar. Los organismos adultos fueron
sacrificados por hipotermia (exposicion a hielo
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por 10 min) y se extrajeron branquias, musculo,
estomago y gonadas. Posteriormente, se coloca-
ron a temperatura ambiente (25.0 £ 1.0 °C) en
una solucion de citrato de sodio al 2.0 % para
hidratar por 60 min las células de cada tejido.

Los tejidos fueron disgregados para aumen-
tar la exposicion al agente hidratante. Cada
tejido fue colocado en viales de 2 ml y centrifu-
gado a 5 000 r.p.m. durante cinco minutos. Los
restos de citrato de sodio fueron sustituidos por
fijador, mezclando metanol frio (4 °C) y acido
acético en proporcion 4:1 cada 10 min. Los
recambios del fijador se realizaron seis veces
0 hasta que el fijador se tornara transparente
y los tejidos tomaran coloracion blanquecina.
En el caso de las muestras provenientes de los
embriones, solo se realizaron tres cambios del
fijador. Posteriormente, fueron conservadas a
-40 °C por dos meses. Para elaborar las lami-
nillas, portaobjetos limpios fueron inmersos en
alcohol etilico al 70 % y mantenidos en refri-
geracion (-20 °C) por 2 h, consecutivamente se
escurrieron para el goteo de las células fijadas
desde una altura aproximada de 1.80 m.

En los embriones, lotes de aproximada-
mente 100 individuos fueron disgregados en
el fijador 4:1 con el propdsito de elaborar las
laminillas. En todos los casos las laminillas
fueron secadas con un mechero de alcohol
(Denton 1973, Thorgaard y Disney 1990). Las
preparaciones cromosomicas se envejecieron
en una estufa termo regulada a 45 °C por 1
h, con el fin de lograr una tincion adecuada
por 10 min con una solucion de giemsa al
10 % preparada con fosfato buffer pH 7.0
(Kligerman y Bloom 1977).

Elaboracion del cariotipo y analisis esta-
distico: la busqueda de las dispersiones cro-
mosomicas se realizd con los objetivos 10X,
40X y 100X de un microscopio Olimpus CX
31 y las mejores dispersiones (menos enci-
madas y contraidas) fueron foto digitalizadas
con un microscopio DMLB y camara MPS 30
Leica. El nimero cromosdmico modal diploide
fue determinado por conteo directo bajo el
microscopio y de fotografias de campos con
cromosomas dispersos y no encimados.

Para construir el cariotipo, se ampliaron y
recortaron cinco de las mejores fotografias de
los adultos de cada especie, los cromosomas
fueron colocados en orden de longitud y de
acuerdo a la posicion del centromero. Se toma-
ron las medidas de longitud total de los brazos
p (brazo corto) y q (brazo largo) de cada cromo-
soma y se calculod el valor medio para cada par
homélogo de cromosomas. Simultaneamente,
se realizaron los siguientes calculos: longitud
relativa de cada par de cromosomas = [longitud
del cromosoma p+q / longitud total del com-
plemento cromosémico haploide (100)], pro-
porcion de brazos (r=q/p), indice centromérico
[I.C=100 (p/p+q)] y la diferencia entre brazos
[d=r—1(10)/r+1]. Dichos célculos, se utilizaron
para clasificar los cromosomas de acuerdo al
criterio de Levan ef al. (1964).

Debido a las dificultades para identificar
los pares homologos utilizando la clasificacion
de Levan ef al. (1964), los cromosomas corres-
pondientes al complemento cromosémico de
ambas especies fueron divididos en cuatro
grupos (“a”, “b”, “c” y “d”) empleando las
longitudes relativas de p+q. Los grupos fueron
identificados del siguiente modo: grupo “a”
birrameos (10.0-7.80) Ginico con brazos cortos
p (pares del 1 al 3), grupo “b” (7.70-6.10) uni-
rrameos mayores (pares del 4 al 6), grupo “c”
(6.09—4.10) monorrameos medios (pares del 7
al 14) y grupo “d” (4.09-0.10) correspondiente
a los monorrameos menores (pares del 15 al
18) (Fig. 2, Cuadro 1).

Los datos ajustados a las longitudes
relativas de cada par de cromosomas fueron
analizados por las pruebas de normalidad y
homocedasticidad (P<0.05). A continuacion,
fueron comparados los pares cromosomicos
de cada especie y entre especies (P. colume-
llaris vs P. pansa) por un analisis de varianza
(ANVA) de dos vias y los valores significativos
entre pares cromosomicos fueron identificados
a P<0.05. Las diferencias en longitud entre
pares cromosomicos, se observaron por la com-
paracion multiple de Tukey (P<0.05).

El nimero fundamental (N.F) por espe-
cie fue establecido en funcion del nimero de
cromosomas birrameos y el ideograma para cada
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CUADRO 1
Longitud promedio relativa por pares de cromosomas y estadisticas representativas del cariotipo
de dos especies de caracol de tinte.

TABLE 1
Mean relative length, by chromosome pairs, and descriptive statistics from the karyotype of two purple snail species

Par Longitud Longltud Longitud Proporcion Indice Diferencia .
Cromo- relativa de relativa de relativa de de brazos  centromérico  entre brazos Clas.l,ﬁ_ Grupos
. q+DE . cacion
somico  p = D.E (um) (um) ptq r=gq/p 1=100 p/p+q d=r-1(10)/r+1
P. pansa
1 39+07(1.3) 5.0+09(1.7) 893+ 1.62¢ 1.30 43.5+£229 1.29 m a
2 35+£0.6(1.2) 44+0.1(1.6) 7.94+1.64*" 1.26 443 £2.67 1.16 m a
3 28+04(1.0) 40+05(1.4)  6.82+0.93 1.42 41.3 £1.02 1.73 m a
4 75+£09(2.6)  7.52+0.88" t b
5 64+18(22)  639+1.77° t b
6 63+07(22)  633+£0.75 t b
7 6.0+08(2.1)  6.02+0.80¢ t c
8 5.8+£0.6(2.0) 5.87+0.63¢ t c
9 54+02(19)  5.38+020° t ¢
10 53+£02(1.8)  530+0.23¢ t c
11 51+£03(1.7)  5.12+0.36¢ t c
12 49+03(1.7)  493+0.33¢ t c
13 47405 (1.6)  4.65+0.53 t ¢
14 45+0.5(1.5) 452+057° t c
15 41+05(1.4)  4.07+0.55¢ t d
16 3.9+06(1.3)  3.86+0.61¢ t d
17 3.7+£0.6(1.3)  3.74+0.63" t d
18 32+05(1.1)  3.28+0.56%" t d
P. columellaris
1 42+£09(1.4) 58+1.7(.0) 10.0+2.58" 1.37 423 +£3.54 1.57 m a
2 37+05(1.2) 5.6+1.6(1.9)  9.26+2.10%" 1.49 40.6 +4.55 1.98 m a
3 34£0.6(1.1) 43=£1.0(1.5) 771+ 1.54 1.28 44.0 £3.25 1.23 m a
4 75+08(2.6) 7.52+081° t b
5 6.7+1.0(23)  6.68+1.08 t b
6 62+0.6(2.1)  6.16+0.62° t b
7 6.0+£1.0(2.0)  6.04+1.09¢ t c
8 56+1.0(19)  5.59+1.09 t ¢
9 53+£09(1.8)  534+094¢ t c
10 49+0.6(1.7)  4.95+0.60° t c
11 47+0.6(1.6)  4.75+0.65 t c
12 45+06(1.5)  450+0.65 t ¢
13 44+0.6(1.5)  4.38+0.66° t c
14 42406 (14) 417+0.67° t c
15 3.8+04(1.3) 3.78+£047¢ t d
16 3.6+£0.8(1.2)  3.60+0.69 t d
17 29+0.8(1.0) 2.87+0.79%" t d
18 26+0.7(09) 2.56+0.65" t d

D.E, desviacion estandar; p, brazo corto; q, brazo largo; r, proporcion de brazos; 1.C, indice centromérico; d, diferencia
entre brazos; m, metacéntrico; t, telocéntrico; wm , micrometro.

a Literales iguales en pares cromosomicos analogos en cada especie indican diferencias no significativas (P<0.05) y en
caso contrario hay significancia.

* indica diferencias significativas (P<(.05) entre especies.

Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 55 (3-4): 853-866, September-December 2007 857



especie fue construido en orden decreciente y de
acuerdo a la longitud relativa de cada par homo-
logo de cromosomas (Denton 1973).

RESULTADOS

El analisis microscopico del tejido deri-
vado de las gonadas de hembras y machos de
ambas especies, no mostraron dispersiones
cromosomicas. Sin embargo, en el caso del
musculo y estomago, fueron los tejidos con
mayor nimero de dispersiones cromosomicas
en metafase. Los embriones, mostraron elevado
numero de células en metafase en relacion con
el tejido derivado de los adultos.

En P. pansa fueron contabilizados 186
campos mitoticos en metafase, 59 obtenidos
de los ejemplares adultos y 127 provenientes
de los embriones; de los cuales 42.3 % y 21.2
% respectivamente mostraron numero modal
diploide de 36 cromosomas. También, se regis-
traron dispersiones con numero par e impar de
cromosomas variando de los 30 y hasta los 54
cromosomas en los adultos y en los embriones
fueron observados cromosomas desde 30 y
hasta los 49 elementos (Fig. 1 y 2).

En P. columellaris, se analizaron 118 cam-
pos mitdticos con 29.6 % de las células con-
tabilizadas con nimero modal diploide de 36
cromosomas (Fig. 1C). Simultadneamente, se
registraron niimeros cromosomicos pares €
impares que variaron de los 17 y hasta los 45
cromosomas (Fig. 1C).

Los porcentajes de variacion cromosomica
observados en ambas especies fueron mas fre-
cuentes en los numeros cromosomicos cercanos
al nimero modal, siendo estos desde los 34 y
hasta los 40 cromosomas (Fig. 1). Sin embargo,
dicha variacion no estuvo relacionada con los
conteos observados en los tejidos empleados
como fuente de dispersiones cromosomicas.

El complemento cromosémico diploide de
P. pansa y P. columellaris fue clasificado de

acuerdo con Levan ef al. (1964); y se carac-
terizaron por tener los tres primeros pares de
cromosomas del tipo metacéntricos (m) (Fig. 2
y 3, Cuadro 1). En ambas especies el resto de
cromosomas (quince pares del 4 al 18) fueron
clasificados como cromosomas telocéntricos
(acrocéntricos) (Fig. 2 y 3, Cuadro 1).

El reducido tamaiio y forma de punto de los
cromosomas telocéntricos, dieron dificultades
en la identificacion de los pares homdlogos por
observacion directa, no asi cuando fueron utili-
zadas las longitudes relativas de cada cromoso-
ma individual. Los pares cromosomicos dentro
de cada grupo son en algunos casos dificiles de
separar unos de otros. Sin embargo, las diferen-
cias entre grupos de cromosomas son percepti-
bles si se emplea la propuesta de clasificacion
por grupos recomendada en este documento.

Como se indica en las longitudes relativas
de ptq entre pares cromosomicos (Cuadro 1),
el tamafio de los cromosomas representados
por el grupo “c” y “d” fueron significativos
(Tukey, P=0.018, 0.016) en relacion con los
cromosomas del complemento cromosémico
estandar de cada especie (grupos “a” y “b”).
Por otro lado, las longitudes relativas a nivel
intraespecifico (p.e. par 1 vs par 4) revelaron
diferencias significativas (Tukey, P=0.008) en
el complemento cromosdmico de cada especie.
La comparacion de las longitudes relativas
(pt+q) entre especies, mostraron que los pares
cromosomicos 1, 2, 3, 17 y 18 de P. pansa
fueron significativos en relacion con los de P,
columellaris, mientras que los pares del 4 al 16
no lo fueron (Tukey, P<0.05) (Cuadro 1). No
fueron identificados cromosomas adicionales
con tamano y apariencia similar a la de los
cromosomas del grupo “a” y “b”. El ntimero
fundamental (N.F) caracteristico en ambas
especies fue de 42 brazos cromosémicos. En los
cariotipos de hembras y machos no fue posible
observar diferencias heteromorficas que permi-
tieran caracterizar cromosomas sexuales en las
especies examinadas (Fig. 2).
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Fig. 1. Numero modal diploide de 2n=36 cromosomas, frecuencia de conteos en porcentajes en adultos (A) y embriones (B)
de P. pansa 'y en adultos de P. columellaris (C).

Fig. 1. Diploid modal number of 2n=36 chromosomes; count frequency for percentages in adults (A) and embryos (B) of P
pansa and in adults of P. columellaris (C).
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Fig. 2. Cariotipos de los caracoles de tinte P. pansa (A)y P. columellaris (B), representados por 2n=36 cromosomas, clasifi-
cados en dos categorias (m= metacéntrico y t= telocéntrico) y divididos en cuatro grupos (“a”, “b”, “c”y “d”).

Fig. 2. Karyotypes of purple snail P. pansa (A) and P. columellaris (B) characterized by 2n=36 chromosomes, classified in
two types (m=metacentric and t= telocentric) and divided in four groups (“a”, “b”, “c” and “d”).
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Fig. 3. Ideogramas representativos del complemento cromosémico promedio por pares, de los cariotipos de P. pansa (A) y
P. columellaris (B).

Fig. 3. Representative ideograms from the averaged chromosome complement by pairs of the karyotype of P. pansa (A)
and P. columellaris (B).
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DISCUSION

Los ntimeros cromosomicos en los adul-
tos y embriones de P. pansa mostraron 36
elementos como niimero modal diploide, sien-
do este similar a los conteos de P. columellaris.
La variacion cromosomica identificada a nivel
intra-especifico y por individuo, coinciden con
los reportados en N. lapillus (Page 1988, Dixon
et al. 1994, Pascoe y Dixon 1994, Pascoe et
al. 1996). En P. pansa y P. columellaris, se
observaron conteos cromosomicos inferiores y
superiores a los 36 elementos que integran el
cariotipo (Fig. 1).

La variacion cromosomica intra-indivi-
dual (variacion del numero de cromosomas
en los diferentes tejidos de cada espécimen)
e inter-individual (variacion del ntimero de
cromosomas entre individuos de la misma
especie) fue notable en ambas especies y no
estuvo relacionada con el tipo de tejido utili-
zado en los especimenes adulto (Fig. 1Ay C).
Por lo que se descarta un fendmeno interno de
poliploidizacion en cada tejido. Las diferencias
identificadas en los numeros cromosomicos
de P. pansa 'y P. columellaris podrian suponer
conteos cromosOmicos particulares en cada
individuo. Sin embargo, es muy probable que
cada espécimen mantenga estabilidad cromo-
somica tanto en el numero de elementos como
en el tipo (Fig. 1 y 2).

Los numeros cromosdmicos aqui repor-
tados, posiblemente son el resultado de uno
o de la combinacion de varios fenémenos. El
polimorfismo cromosémico que en el orden
Neogastropoda al que pertenecen estas espe-
cies solo ha sido reportado en N. lapillos,
como resultado de varios eventos en los que
participan fusiones o fisiones cromosomicas
simples que afectan ha cinco pares de cromo-
somas metacéntricos (Staiger 1954, Pascoe y
Dixon 1994, Pascoe ef al. 1996). Algunos estu-
dios arrojan evidencias que muestran variacion
inter-individual e intra-individual en el nimero
cromosomico de poblaciones en las que existe
polimorfismo (Dixon ef al. 1994) y en las que
ocurren rearreglos cromosoémicos estructurales
con frecuencia (Page 1988).

La morfologia y las longitudes relativas de
los cromosomas de P. pansa y P. columellaris,
son estrechamente semejantes de acuerdo con
la formula cromoésomica de los cariotipos tipo:
6m + 30t, el N.F=42 y la division por grupos
(“a”, “b”, “c” y “d”) sugerida para el com-
plemento cromosémico de cada especie. Sin
embargo, los resultados del analisis estadistico
indica que los tres primeros pares de cromo-
somas (grupo “a”) y dos tultimos (grupo “d”)
en ambas especies manifiestan diferencias sig-
nificativas (Tukey, P<0.05) en las longitudes
relativas de p+q (Cuadro 1).

Los efectos derivados de la colchicina y
las consecuencias de la accion de los fijado-
res sobre los cromosomas (principalmente del
acido acético) pueden reducir el tamafio de
los cromosomas (Denton 1973, Kligerman y
Bloom 1977, Henegariu et al. 2001). También,
el tamafo obedece al grado de avance de la
metafase y finalmente el juicio utilizado para
determinar la posicion presuntiva del centro-
mero y medir la talla de los brazos en cada
cromosoma (Arias-Rodriguez et al. 2006).

En este estudio, los organismos fueron
tratados con una concentracion estandar de
colchicina, atendiendo basicamente al régimen
biomasa o gramos del espécimen y el tiempo
exacto de exposicion al agente, por lo que se
podria esperar un efecto homogéneo sobre la
cromatina y el tamafio de la mayoria de los
campos cromosomicos. Aunque, el tiempo de
exposicion al agente mitostatico fue particular-
mente prolongado si se compara con el emplea-
do en otros grupos taxondmicos (de 4 a 6 h).

Experimentos previos (datos no mostrados)
en los caracoles de tinte permitieron establecer
que una exposicion de corto y mediano plazo
(de 3-8 h) no afecta significativamente el ritmo
de division celular por lo que no fue posible
observar campos cromosomicos. Sin embargo,
si el tiempo de exposicion al alcaloide se prolo-
ga por 10 h, abundante namero de dispersiones
cromosOmicas en metafase son observadas en
varios tejidos pero no en las gonadas, siguiendo
el protocolo que se recomienda en el presente
estudio. Los caracoles son organismos con un
ritmo de vida considerada lenta, por lo que es
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posible que los ciclos de division celular estén
regulados por tal comportamiento y para dete-
ner la division celular es necesario incrementar
los tiempos de exposicion al agente mitostatico
como el empleado en este estudio. Aunque el
efecto puede variar dependiendo de la espe-
cie, por ejemplo en el caracol de agua dulce
Pomacea catemacensis dos horas de exposicion
a la colchicina fueron los necesarios para obtener
dispersiones de cromosomas de buena calidad y
en metafase (Diupotex-Chong et al. 2004).

Las diferencias identificadas unicamen-
te en los cromosomas metacéntricos (grupo
“a”) y los ultimos dos pares de cromosomas
monorrameos del grupo “d”; sugieren que las
desproporciones (variaciones en las longitudes
relativas) sean el resultado de un probable
intercambio azaroso de bloques grandes de cro-
matina 0 microcromosomas entre ambos tipos
de cromosomas. Si existen rearreglos estructu-
rales entre los cromosomas metacéntricos y los
telocéntricos del complemento cromosomico
de P. pansa y P. columellaris, los cambios se
deberian reflejar como variaciones tanto en el
namero de cromosomas, como en las longitu-
des de los mismos, tal y a como se indica en
los resultados de este documento y los de M.
lapillus (Page 1988, Dixon et al. 1994, Pascoe
y Dixon 1994, Pascoe et al. 1996).

En acuerdo con Jones y Rees (1982) y
Beukeboom  (1994), los cromosomas
”B” pueden ser distinguidos con facilidad de
los cromosomas normales (tipo o estandar) por
las siguientes condiciones: reducido tamafio en
comparacion con el resto de cromosomas, varia-
cion numérica intra-individual e inter-individual,
heterocromaticos (bandas-C positivas), alta fre-
cuencia en células meioticas, sin emparejamiento
(sin recombinacion) en meiosis 1.

Los microcromosomas o cromosomas “B”
en el presente documento cumplen con dos de
las condiciones sefaladas, a excepcion de las
bandas-C positivas y del analisis de disper-
siones cromosOmicas en meiosis que no fue
posible estudiar en este trabajo. El origen de
los microcromosomas “B” tiene varias expli-
caciones de acuerdo con la literatura, una de
ellas es el origen intraespecifico a partir del

complemento cromosomico “A” estandar o
el origen interespecifico como resultado de la
hibridacion entre especies cercanas (Camacho
et al. 2000).

El dafio al genoma por origen antropogé-
nico ha sido mencionado con frecuencia en la
literatura especializada (Amorin et al. 2000,
Barsien 2003, Nakano ef al. 2003). Es bien
conocido que el mercurio y sus derivados inter-
fieren con el huso durante la division celular
(Miura y Imura 1987) y pueden contribuir con
el aislamiento de fragmentos de ADN durante
la division de la célula, como ha sido reporta-
do para los habitantes del Amazonas expues-
tos a contaminaciéon por metilo de mercurio
(Amorim et al. 2000). En cuatro especies de
caracoles del género Viviparus se observaron
dafios a nivel citogenético con prevalecia de
células poliploides en algunos tejidos de adul-
tos y embriones como resultado de la exposi-
cién a genotoxicos disueltos en varios lagos de
suiza (Barsien 2003).

La explotacion de minas de oro, plata,
manganeso y cobre en los afluentes adyacentes
a la zona de muestreo, junto con el empleo de
mercurio y otros compuestos quimicos ade-
cuados para la extraccion y purificacion de los
metales, podrian ser una fuente potencial de
dafio al genoma de P. pansa 'y P. columellaris
que deberia ser evaluada en el futuro. En lo
que concierne a una posible hibridacion entre
las especies del género Plicopurpura no debe
descartarse dado que hay coexistencia entre los
habitats de P. pansa y P. columellaris, pero no
existe evidencia que pueda avalar dicha hipote-
sis a excepcion de los resultados sefialados en
este estudio.

En conclusion, la eventualidad de que las
diferencias en las longitudes relativas (p+q),
se tratase de indicadores que nos hagan supo-
ner divergencia especifica entre P. pansa y
P columellaris tienen soporte en el trabajo
de Castillo-Rodriguez (1992a), donde sefala
diferencias en los caracteres conquilioldgicos,
radulares y en la estructura del tracto digestivo
entre P. pansa, P. columellaris y P. patula.

No obstante y en acuerdo con el mismo
autor, las especies de que trata este estudio
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conservan un patréon comuin, anatomica y con los
datos que aporta este trabajo citogenéticamente
(Fig. 2 y 3) que evidentemente las podria ubicar
dentro de una unidad taxonémica propia.

A pesar de ello, es necesario que en el futu-
ro se realicen estudios comparativos mas finos
como son el uso de la tincion diferencial de
cromosomas (bandas C, G y R) que en algunas
especies de invertebrados marinos ha resultado
ser refractaria (Pascoe y Dixon 1994, Pascoe et
al. 1996), no asi el uso de la tincion con nitrato
de plata para la localizacion de los organizado-
res nucleolares (NORs), la hibridacion In Situ
fluorescente (FISH) y las sondas moleculares
de ADNr con las que se ha logrado elucidar
las relaciones entre el nimero cromosdmico y
las condiciones ambientales que promueven el
polimorfismo cromosémico (Pascoe y Dixon
1994, Pascoe et al. 1996, Kirby 2000).

La aplicacion de dichas herramientas en
conjunto con algunas técnicas de biologia mole-
cular han sido de mucha utilidad en otras espe-
cies (Rawlings et al. 2001, Boore et al. 2004,
Grande ef al. 2004) y podrian ser muy valiosas
para el esclarecimiento y separacion de las
poblaciones de P. pansa, P. columellaris y P.
patula que cohabitan en la region sur de las cos-
tas del Pacifico, en el continente Americano.
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RESUMEN

El cariotipo de Plicopurpura pansa 'y P. columellaris
fue determinado a partir de 17 y 13 especimenes adultos

respectivamente. Adicionalmente, se utilizaron ocho capsu-
las de P. pansa. Contamos 186 campos mitoticos en P. pansa:
59 en los adultos y 127 en los embriones; y 118 campos en
P. columellaris. En ambas especies se observaron numeros
cromosomicos desde 30 hasta 42. Las variaciones en niime-
ro cromosomico fueron identificadas en cada individuo,
no habiendo ninguna relacion con los tejidos (branquias,
musculo y estdomago) empleados. El niimero modal diploide
tipico fue de 2n=36 cromosomas en ambas especies. En los
especimenes adultos seleccionamos cinco de las mejores dis-
persiones cromosdmicas para armar el cariotipo. Calculamos
los estadisticos citogenéticos clasicos, longitudes relativas,
proporcion de brazos, indice centromérico y la diferencia
entre brazos. Identificamos en ambas especies tres pares
de cromosomas metacéntricos y quince pares de cromoso-
mas telocéntricos. Esta clasificacion no fue suficientemente
robusta, por lo que dividimos el complemento cromosémico
de cada especie en cuatro grupos (“a”, “b”, “c” y “d”) uti-
lizando como criterio las longitudes relativas (p+q). Hubo
diferencias significativas entre grupos cromosdmicos por
especie y entre especies, los tres primeros pares de cromo-
somas (grupo “a” birrameos) y los dos ultimos pares (grupo
“d” monorrameos menores) (analisis de varianza de dos vias,
p<0.05). Las desviaciones en nimero cromosoémico y en las
longitudes relativas, posiblemente se deban a reorganizacio-
nes cromosomicos asociadas con el polimorfismo cromoso-
mico y presencia de microcromosomas tipo “B”. El nimero
fundamental en ambas especies se caracterizo por 42 brazos
cromosomicos. No identificamos cromosomas sexuales.

Palabras clave: Plicopurpura, pansa, columellaris, cro-
mosomas, polimorfismo.
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