PRESENCIA DE SATELITES EN EL CARIOTIPO DE Crassostrea virginica GMELIN

NOTA CIENTIFICA
FAUSTINO RODRIGUEZ ROMERO
Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia., UNAM, México, Apartado Postal 70-305, C. P. 04510.

RESUMEN

La aplicacion de métodos modernos en el estudio de los cromosomas que conforman el cariotipo de Crassostrea virginica han permitido confirmar la presencia de
constricciones secundarias y de satélites en el par cromosémico nimero dos mediante el analisis de bandas “C” para la deteccion de regiones heterocromaticas. La tincion
especifica para el revelado de regiones “NOR” no indicé la presencia de organizadores nucleolares primarios en la regioén de la constriccion secundaria. Estos indicadores
morfolégicos son importantes para la identificacién individual de este par cromosémico y de las mutaciones cromosdmicas que en esta region de los brazos cortos se
presentan.

ABSTRACT

The karyotype analysis of Crassostrea virginica by means of modern cytogenetic methods have permitted to confirm the presence of secondary constrictions and
satellites on the pair two of the karyotype as seen by means of the “C” Bands analysis. These morphologic features are useful in the individual identification of this
chromosome pair and for the search of their chromosome mutations in those telomeric regions. No primary nucleolar organizers were related to these secondary
constrictions.

INTRODUCCION

Una de las principales motivaciones de los estudios cromosdmicos en los ostiones comerciales de la familia Ostreidae, ha sido su posible aplicacion en la dilucidacion
de problemas taxonémicos (Ahmed y Sparks, 1967; Menzel 1968a, 1968b). No obstante, las aportaciones citotaxonémicas se han limitado a la determinacién del nimero
cromosomico de las especies en estudio y en algunos casos, a la inferencia de la morfologia general de los cromosomas que constituyen a sus cariotipos. Esta limitacion
se ha debido principalmente a la carencia de técnicas citogenéticas que permitan la obtencion de metafases mitéticas adecuadas y de tinciones de alta resolucion.

En 1978, Rodriguez-Romero et al. desarrollaron un procedimiento que permite el andlisis con mas detalle de la morfologia cromosémica de estos organismos y
conforman la presencia en el cariotipo, de un numero diploide (2n) de 20, con cromosomas en pares, metacéntricos y submetacéntricos, sin cromosomas sexuales (Fig. 1).

Aunque la presencia de satélites en los cromosomas de Crassostrea virginica fue sugerida por Longwell et al. en 1967, la falta de resolucion del procedimiento utilizado
no permitié su demostracion plena y su ubicacioén precisa.

Ha sido hasta recientemente, (Rodriguez-Romero et al. 1991) que se ha dado a conocer un procedimiento altamente perfeccionado que produce campos mitéticos de
alta calidad, capaz de lograr cierta sincronizacion de las células en division que permite un nimero importante de mitosis con estados similares de espiralizacion
cromosomica, con lo cual se hace posible la aplicacion de tinciones especificas para la obtenciéon de diferentes tipos de bandas. Una de ellas, la de Bandas "C", de
participacion decisiva en la identificacion de satélites por su especificidad para la observacion de regiones heterocromaticas.
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Figura 1. Ideograma del cariotipo de Crassostrea virginica Gmelin segun Rodriguez-Romero et al, (1978). No se indica la presencia de satélites.

MATERIAL Y METODOS

Ostiones de la especie Crassostrea virginica procedentes del banco natural ubicado en la Boca de Atasta, en la laguna de Términos, Campeche fueron tratados para
obtener larvas por fertilizacién in vitro de acuerdo con el método utilizado por Rodriguez-Romero et al (1987), el cual se encuentra basado, con modificaciones menores, en
el método de Loosanoff y Davis (1963).

Para la obtencién de laminillas con campos cromosémicos, las larvas fueron procesadas siguiendo el método de Rodriguez-Romero et al. (1991). Para la obtencién de
bandas "C" se utilizé el procedimiento de Tantravahi (1980) que implica el tratamiento de las laminillas con hidroxido de bario y la tincién con colorante Giemsa. Las
regiones de los organizadores nucleolares fueron reveladas mediante la tincién utilizada por Goodpasture y Bloom (1975).

El andlisis de los cromosomas implicé su ordenamiento por pares para ubicar el correspondiente al numero dos en el cariotipo, y la mediciéon de los brazos cortos y
largos para determinar su relacidon de brazos e indices centroméricos y la ubicacion topografica de las constricciones secundarias y de sus respectivos satélites.

RESULTADOS
Los valores para la longitud relativa, indice centromérico y relacién de brazos, son congruentes con los encontrados por Rodriguez-Romero et al (1978) (Tablas 1y 2).
La longitud del cromosoma 2 del cariotipo de Crassostrea virginica representa el 12.2% de la longitud total del complemento haploide.

TABLA 1

VALORES RELATIVOS PARA LA IDENTIFICACION DE LOS CROMOSOMAS QUE CONSTITUYEN EL CARIOTIPO DE Crassostrea virginica (SEGUN
RODRIGEZ-ROMERO et al,1978)

Par p q LT RL (¢]] AR D Clasif.
1 6.29 7.58 14.37 136.59 47.24 1.11 0.52 m
2 4.52 8.34 12.86 122.24 35.14 1.84 2.95 sm

3 5.38 6.15 11.54 109.69 46.66 1.14 0.65 m



4 4.07
5 5.20
6 5.05
7 3.60
8 3.85
9 2.86
10 3.04
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5.27

6.60

4.60

5.52

3.31

11.51 109.41 35.38 1.82 2.90 sm

11.31 105.79 46.77 1.13 0.61 m
10.32 98.09 48.94 1.04 0.19 m
10.25 97.43 35.15 1.83 2.95 sm
8.46 80.41 45.58 1.19 0.86 m
8.41 79.94 34.03 1.93 3.17 sm
6.35 60.36 47.84 1.08 0.38 m

p= brazo corto; q = brazo largo; LT = longitud total; RL = longitud relativa; Cl = indice centromérico; AR = relacion de brazos; D = diferencia.

TABLA 2
VALORES DE LAS MEDICIONES DEL CROMOSOMA
2 EN 12 CAMPOS MITOTICOS PERTENECIENTES A

INDIVIDUOS DIFERENTES De Crassostrea virginica

Mitosis p q p+q X-IX (X-/X)2
1 5.0 9.25 14.25 1.39 1.9321
2 45 8.0 12.50 0.36 0.1296
3 4.0 8.75 12.75 0.11 0.01

4 4.0 8.75 12.75 0.11 0.01

5 5.0 9.0 14.00 1.14 1.2996
6 4.0 7.75 13.75 0.89 0.7921
7 5.0 9.0 14.00 1.14 1.2296
8 4.0 7.0 11.00 1.86 3.4596
9 45 7.87 12.37 0.48 0.2352
10 4.25 8.5 12.75 0.11 0.01

Desviacion estandar (DS) = 1.091

p = brazo corto; q = brazo largo



El andlisis de los satélites y de las constricciones secundarias en cada uno de los componentes del par dos, permite ubicarlos en la porcién distal del brazo corto de
cada cromosoma. Los satélites ocupan una longitud equivalente al 9% de la longitud del cromosoma. La longitud de la constriccion secundaria que precede al satélite,
corresponde al 5% de la longitud del cromosoma portador. Por su pignosis positiva, se infiere que el satélite representa una rica en heterocromatina constitutiva (Figs. 2 y
3). Las pruebas de tincién especifica con nitrato de plata para el revelado de bandas "NOR", no indicaron la presencia de organizadores nucleolares primarios asociados
con las instrucciones secundarias en este par cromosémico.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Aun cuando la determinaciéon cuantitativa de sus valores relativos constituye el método formal para la caracterizaciéon de los cariotipos de los organismos, la
descripcion de los rasgos morfolégicos peculiares que permiten identificar facilmente a los diferentes cromosomas, es de gran valor para detectar alteraciones a la
morfologia normal debidas a mutaciones cromosdmicas tales como inversiones, delecciones y translocaciones.

En el caso del cariotipo de los ostiones de la especie Crassostrea virginica no resulta facil la identificacion individual de sus cromosomas debido a que, con excepcion
de los pares: uno, que es el de mayor tamafio, y 10 que es el mas pequefo, al resto, de tamafo intermedio, resultan dificiles de identificar por el estrecho rango de sus
longitudes relativas que se encuentran en el rango de 122.2 a 79.9 (pares 2 al 9. Tabla 1).
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Figura 2. Figuras mitéticas de Crassostrea virginica Gmelin (2n =20m. Las flechas indican los cromosomas con satélites y constricciones secundarias.

Las constricciones secundarias y satélites son indicadores morfolégicos, que cuando estan presentes se localizan en el extremo de uno de los brazos del cromosoma.
En cuanto a su funcion se les ha relacionado con la sintesis del ARN nucleolar, en virtud de que se ha demostrado la sintesis de este tipo de acido nucleico en las regiones
que ocupan la constriccién secundaria (Brown y Gurdon, 1964; Angelier et al., 1979). La observacién al microscopio ha revelado una relacion estrecha entre constricciones
secundarias y nucleolos con un probable contacto fisico entre las dos estructuras. No obstante, como Palmer (1970) lo ha sefalado, es posible que no siempre exista una
relacion de uno a uno entre ambas. En el caso de la constriccion secundaria presente en el cromosoma dos del cariotipo de C. virginica, no fueron detectadas bandas
primarias del tipo NOR (Nucleolar Organizer Region) aun cuando existe evidencia de una banda secundaria.

Finalmente, aun cuando se conoce algo respecto de la morfologia y la fisiologia de las constricciones secundarias, no se sabe con certeza cual puede ser su
importancia en la diferenciacion especifica (Miller et al., 1978). En el caso del cariotipo de Crassostrea virginica, la constriccion secundaria del par dos y su satélite, se
presentan como un rasgo morfologico distintivo de la especie, en vista de que los cariotipos de otras especies muy cercanas pertenecientes al mismo género, como C.
rhizophorae, C. corteziensis, y C. gigas, no presentan este rasgo, el cual siendo privativo de C. virginica, no impide el éxito de la hibridacién interespecifica entre C. virginica
y C. rhizophorae (Rodriguez-Romero et al., 1978).
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Figura 3. ldeograma corregido del cariotipo de Crassostrea virginica Gmelin. Se indica la presencia de satélites en la porcion distal del brazo corto del cromosoma 2.
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