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RESUMEN.

En el presente trabajo se establece el cariotipo e ideograma del
cangrejo de rio Procambarus diguetli, especie que habita los afluentes del
Rio Duero, Estadoc de Michoacdn, México. Fueron colectados vy

procesados citogenéticamente 60 ejemplares adultos de ambaos sexos.

Se establece una técnica citogenética adecuada para el estudio y
analisis cromosomico de crustaceos decapodos. El nimero fundamental
del cangrejo de rio Procambarus diguetti fue de NF = 204, con un numero
diploide modal de 2N = 102 compuesto de 35 elementos Mediocéntricos
(M), 15 elementos metacéntricos (m) y 1 elemento submetacéntricos (st)

constituyendo la formula cromosémica 35M + 15m + 1 st.



INTRODUCCION

Existen en el mundo mas de dos millones de especies biolégicas
pudiendo llegar a ser hasta de seis millones. Como tal la diversidad de la
vida es basta e impresionante E|I hombre en su afan por seleccionar y
diferenciar a los seres vivientes ha descrito unas 400 000 especies de
plantas y aproximadamente 1,500,000 especies de animales (Dobzhansky,
1983). Bajo este contexto tan notabie es el nimero de especies como la

gran variedad de formas de vida.

Considerando |a gran diversidad existente en los seres vivos, es
necesaria su reunion e identificacion en categorias, que permitan distinguir
grupos de organismos.Tomando en cuenta que no obstante su diversidad,
los organismos presentan muchos aspectos en comun tanto en estructura
como en funcién; lograndose la construccién de sistemas de clasificacién
que nos permiten manejar la inmensa variedad de especies vivientes
(White,1973).

Los organismos provienen mediante evolucion gradual de
antepasados que por lo general fueron diferentes a sus ancestros a
medida que se progresa en su estudio retrospectivo. Por ello el fenémeno
fundamental de la evolucién es la aparicibn de nuevas especies y
constituye la base del proceso responsable de la jerarquia de las

similitudes entre los seres vivos, presentando el principal elemento que



cambia y modifica profundamente los criterios modernos dentro de la
taxonomia y sistematica (Dobzhansky, 1983).

La sistematica actual requiere de un trabajo multidisciplinario en
donde figuren iguaimente diversas areas de la biologia, como la fisiologia,
anatomia comparada, ecologia, bioquimica y citogenética entre otras
(Saez, 1978). Esta dultima tiene varias aplicaciones en cuanto que
intervienen en gran parte a la mejor comprension y conocimiento detallado
de las especies, en base al andlisis de los cromosomas (numero diploide,
forma y tamafio) como un caracter constante, especifico y dinamico de las
especies, lo que permite una mejor comprension de la herencia, flujo
génico, adaptacion y mutacién en relacién al medio ambiente en el cual se
desarrollan las poblaciones, asi como el parentesco filogenético entre
especies (White, 1973).Con estos elementos se conforman cuadros

taxondmicos de mayor firmeza enmarcados en el proceso evolutivo.

Entre los organismos acuaticos trabajados citogenéticamente
encontramos: peces (Barbour, 1973; Denton,1973; Kirpichnikov, 1973,
Qjima, 1973; Gold, 1979); moluscos (Burch, 1965;Longwell y Stiles, 1967;
Patterson, 1973, Duran, 1981) y crustaceos (Niyama, 1959; 1962,
Salemaa, 1985 y Chow, 1990).

Los crustaceos pertenecientes al Orden Decapoda, incluyen

camarones, langostas, langostinos y cangrejos de rio; ademas albergan a



los crustaceos mas grandes y algunos de los mas especializados, ya que
se han descrito 8 500 decapodos, que representan casi una tercera parte
de las especies conocidas de crustaceos (Bames, 1986). Los cambarinos
son decapodos de agua dulce que se localizan principaimente en arroyos y
depé6sitos lacustres, en areas de los Estados Unidos, Canad4, Guatemala
y Meéxico. Los cambarinos mexicanos, hasta el momento estan
representados por unas cuantas especies conocidas, encontrandose tres
géneros de la subfamilia Cambanidae: Cambarellus, Paracambarus y
Procambarus, (Villalobos, 1955).

El género Procambarus incluye a las especies P.clarkii que es una de
las méas importantes en los Estados Unidos a nivel econémico; y para las
especies mexicanas P.bovuiery P. diguetti, que juegan un papel relevante
a nivel ecolégico y econémico, principalmente en el estado de Michoacan,
México (Lopez,1987).

El cangrejo de rio, Procambarus diguetti, juega un papel relevante a
nivel ecoldgico, econémico y social en localidades del Estado de
Michoacan, ya que forma parte esencial en la cadena alimenticia de los
sistemas limnolégicos(como lo es el rio Duero, Mich.). Ademas de que
tiene un valor comercial, localmente importante debido a su rico sabor asi

como a sus atributos alimenticios (Guzman, 1986).



El conocimiento de la estructura y funcidn cromosémica en
crustaceos y en particular en decapodos es muy limitada comparada con
otros grupos de invertebrados; debido a las dificultades técnicas en la
obtencion de campos cromosémicos claros, nitidos y faciles de analizar,
ya que son organismos que presentan numeros diploides altos, ademas
del tamario pequeio de sus cromosomas (Niiyama, 1959; White, 1973) La
investigacién citogenética en los decapodos se ha desarrollado lentamente
debido a la produccién de técnicas que sbélo permiten obtener cromosomas
metafasicos meidticos, quedando mucho por investigar en cuanto a
técnicas citogenéticas satisfactorias (Famer, 1974; Milligan, 1976; Hughes,
1982; Salemaa, 1985); es de mencionar que estos trabajos sélo ayudan a

conocer al nimero cromosémico (Chow, 1990).

En base a lo anterior el prop6sito del presente trabajo es analizar
citogenéticamente la especie Procambarus diguetti en base a su nimero
diploide, numero fundamental y rasgos del cariotipo contribuyendo al
establecimiento de metodologias citogenéticas adecuadas para el estudio

de crustaceos decapodos.



ANTECEDENTES.

Farmer (1974) propone una técnica aplicada a cromosomas de
Nephrops norvegicus (L) pertenecientes al Orden Decapoda, trabajando
con testas libres de misculo y hepatopancreas, sin tratamiento con
colchicina, ni tratamientos hipotonicos. Desafortunadamente muy pocas
espermatogonias mostraron cromosomas adecuados para la estimacion
del complemento diploide. Ademas, para la especie Nephrops norvegicus
(L) no fue posible realizar el cariotipo correspondiente; debido a que
ciertos tipos de cromosomas se identificaron pero la mayoria de ellos no

se reconocierén.

Hughes en {382 trabajando con langosta americana Homarus
americanus y langosta europea Homarus gammarus utilizé los canales
seminales y tejido testicular, aunque intento probar con otros tejidos para
examinar una posible fuente de grupos cromosémicos contables como
glandula antenal, glandula digestiva, sangre y musculo, ninguno de estos
tejidos proporciond las caracteristicas adecuadas para cuantificar los
grupos cromosomicos. El basto niumerc cromosémico encontrado en los
espermatocitos de Homarus amencanus y Homarus gammarus indica una
alta probabilidad de cromosomas supernumerarios. Aunque el tamafo
pequerio y el traslape de los cromosomas, producto del manipuleo dentro

de la técnica hace dificil la correcta cuantificacién de los cromosomas,



ademas de ser una fuente de variacién no intrinseca a la especie en

estudio.

El estudio de los cromosomas de algunos crustaceos de la India
realizadé por- Vishnoi (1972); donde utiliza testas tanto de decapodos
dulceacuicelas como marinos, realizando la técnica de squash y tifliendo
con hematoxilina; encontré que los braquiuros muestran un numero
variable de cromosomas de 39 a 76 pares. Aunque con esta técnica sélo
se limité ha informar el nimero cromosémico, sin aportar una mayor

informacion respecto a la forma de los cromosomas.

Niiyama, en 1959; realiz6 un estudio comparativo de los cromosomas
en decdpodos, isopodos y amfipodos y su determinacion sexual; el
presente autor trabajé con la técnica propuesta por Carnoy (I1957)
removiendo las testas del animal vivo fijandolo en solucion Carnoy, y
finalmente se seccionaron las testas y fueron tefiidas con hematoxilina
para 33 especies de crustaceos, encontrando un nimero cromosémico
muy variable entre los diferentes ordenes. Ademdas de encontrar

variaciones notables entre las diferentes subdivisiones de cada Orden.



TAXONOMIA.

Phylum: Artropoda.

Subphylum; Crustacea.

Clase: Malacostraca.

Orden: Decéapoda.

Infraorden: Astacidea, La treille, 1802.

Superfamilia: Astacoidea. De Haan,1841.

Familia:Cambaridae, Hobbs, 1942,

Subfamilia: Cambarinae, Hobbs, 1942.

Género: Procambarus, Ortmann, 1905.

Especie: diguetti, (Bouvier) Villalobos, 1946. (Villalobos, A. 1955)



DIAGNOSIS.

Cambarinos robustos; rostro con carena media en la superficie
anterior; espinas laterales en el caparazon, quelas con la porcion palmar
subcilindrica, la dactilar esbelta; ganchos en los isquiopodos del tercer par.
Ple6podos del primer par robustos; hombro angular en la porcion cefalica
muy cerca del apice; proceso mesial espiniforme; proceso caudal muy
reducido; proceso cefélico y proyeccion central dentiforme. Annulus
ventralis con una hendidura en forma de S que lo surca totalmente en

sentido anteroposterior.

MACHO DE LA FORMA |. Los machos adultos de esta especie son
de gran taila. El caparazén es mas ancho gque el abdomen y se presenta
densamente granuiado en las partes laterales, en donde también se
pueden ver alguncs pelos cortes; la regién dorsal del caparazon esta

ligeramente punteada.

El rostro presenta sus bordes rectos, convergentes y terminados
anteriormente en espinas marginales agudos y divergentes; el acumen es
de forma triangular, siendo de mayor longitud que la distancia que hay
entre las dos espinas marginales; la espina acuminal rebasa ligeramente
el borde anterior distal del segundo artejo del pedunculo antenular. La
superficie central es acanalada; la regién basal mas hundida que la apical;

anteriormente y sobre la linea media, el rostro presenta una careta que



parte desde las espinas marginales y termina insensiblemente cerca de la
base del rostro; esta estructura se levar.ia poco de la superficie; pero se
marca perfectamente, sobre todo, en la mitad de su longitud.

Los bordes postercrbitales se diferencian claramente de la superficie
del caparazén, son ligaramente convergentes hacia adelante y terminan en
la parte anterior en espinas cortas; pero agudas, que se dirigen hacia

afuera.

El surco cefalico es profundo, poco sinuoso y discontinuo en la dltima
ondulacién que es bastante larga y posee en el borde posterior del primer
tercio superior una espina lateral perfectamente desarrollada, de forma

cénica y con una p..nta bastante aguda.

La espina branguiosteral estd presente, y se localiza en la

terminacién de la ultima ondulacién de!l surco cefalico.,

La aréola es ancha; los bordes suprabranquiales desaparecen
insensiblemente hacia la parte posterior.

El abdomen es ligeramente méas estrecho que el cefalotérax; la

primera parte del telson termina en sus &ngulos laterodistales en dos o
tres espinas; la ultima secci6n del telson es semicircular.
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Las proporciones entre las distintas partes del cefalotérax son las
siguientes: la parte posterior del torax es la mitad exactamente de la
distancia que existe desde el surco cefélico hasta las espinas marginales
del rostro, la longitud del rostro es el doble de la distancia que existe entre
las espinas marginales; la anchura menor de la aréola es un cuarto de

longitud.

El epistoma es de forma acorazada con los bordes ligeramente
levantados y presentan en algunos casos irregularidades que los hacen

casi siempre asimétricos.

La escama antenal es larga y esta provista de una espina grande; su
borde externo es ligeramente concavo; |a region laminar es estrecha; la
longitud de la parte externa es un poco mas del doble que la anchura

mayor de la escama.

Los peribpodos del primer par presentan las pinzas muy
desarrolladas; la region palmar es subcilindrica, mientras que la dactilar es
esbelta; la superficie de la quela es casi lisa, s6lo se destacan a simple
vista los tubérculos que presenta en el borde interno de la palma; pero con
ayuda del microscopio pueden apreciarse estructuras tuberculiformes muy
aplanadas que estan homogéneamente dispersas en toda la superficie.
Los de dos son delgados, y sus bordes cortantes son planos y estan

provistos de numerosas plaquitas que les dan un aspecto peculiar; los
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tubérculos dentiformes son pequefios, estan casi ocultos por las plaquitas
y son mas aparentes en la regién proximal de los dedos.

Los isquiopodos de los pereiopodos del tercer par presentan ganchos
muy desarrollados, mas bien tienen el aspecto de estructuras
tuberculiformes que nacen en el extremo proximal del isquiopodio; tienen
seccion circular en su base y su extremo estad recortado en bisel. La
superficie intema del extremo se encuentra provista de cerdas. Por su
disposicion, estos ganchos rebasan ampliamente la articulacién del isquio

con el basipodio.

Los pleépodos del primer par son robustos, y en posicién alcanzan
con su regién apical los coxopodios de los pereiépodos del tercer par.
Presentan en la parte interna caudal de su base sendas prominencias
cénicas dirigidas una con otra. Ambas ramas de cada apéndice mantienen
su independencia en la region apical; la rama interna presenta el proceso
mesial y el proceso cefalico, mientras que la externa muestra un proceso

caudal y la proyeccion central.

HEMBRA. En términos generales es menor que el macho. El
caparazén es mas estrecho que el abdomen y la éuperﬁcie mas
claramente escabrosa. el rostro es més profundo y la carena media més
corta. El epistoma es de contorno triangular y sus bordes ligeramente
concavos.
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Los pereiépodos del primer par, presentan las pinzas méas cortas, la
porcién palmar mas deprimida y la dactilar mas corta que en el macho. La
superficie de la quela se encuentra completamente cubierta de tubérculos
subescuaminiformes, cuya presencia se prolonga hasta el dedo inmovil, y
hasta la porcién proximal del dactilopodio. En el borde interno de la regiéon
palmar los tubérculos son mas abultados que los del resto de la superficie.
En el borde cortante de ambos dedos existen tubérculos semiesféricos
poco prominentes que se ordenan en toda longitud, en el dactilopadio, el
mayor de estos tubérculos se localiza en la porcion media del artejo,
mientras que en el dedo inmévil hay un tubérculo bastante grande que esta
situado en el tercio distal y en la parte inferior del borde cortante. La
longitud del dacti'opodio guarda la misma proporcién con respecto a la
porcién palmar y el tercio distal del carpopodio, como en la pinza del

macho.

El Annulus ventralis en las hembras adultas muestra sus
caracteristicas estructurales con bastante claridad, cosa que no sucede
con las hembras jovenes. Desde luego se nota que el 6rgano alcanza gran
desarrollo, que su contorno es el de un semicirculo convexo hacia la regién
caudal y plano hacia la cefalica. En la parte anterior se levantan dos
crestas que casi se reunen en la porcion media posterior, sin embargo,
quedan separadas por el surco. Este ultimo tiene la forma de una S,
inclinada de derecha a izquierda y se inicia en la parte media y termina

desplazandose hacia la izquierda.
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Entre los quintos pereiépodos hay un abultamiento, de donde nace un
tubérculo conico pero muy corto.

La hembra carga sus huevos por debajo de su abdomen. El niumero
de huevos puestos depende del tamafio de la hembra, ya que un
organismo de 6.5 cm. coloca alrededor de 100 huevos y un organismo de
9 cm. coloca alrededor de 300 huevos. Los huevos se empollan 2 6 3
semanas con temperatura de 20° -22°C. Los cangrejos jovenes (cambian
su esqueleto) dos veces durante las 2 6 3 nuevas semanas y poco
después dejan a su madre. Los cangrejos jovenes son de 1 cm. de largo
aprox. Posteriormente tienen lugar alrededor de 9 mudas antes de
alcanzar su madurez sexual. La madurez ocurre en 3 - 6 meses
dependiendo de & temperatura y de la calidad del agua. Las temperaturas
menores de 12°C reducen considerablemente el crecimiento. El tamario
cuando han madurado varia de 5.5 - 12.5 cm. (Huner, 1979). Esto depende
de varios factores incluyendo; estabilidad del habitat, calidad del agua,
cantidad y densidades poblacionales. Los machos se pueden diferenciar
de las hembras por la presencia de apéndices abdominales alargados
llamados gonopodios. Estos se sittan en el primero y el segundo
segmento detras del cefalotorax. Los machos maduros (Ilémados forma ()
también tienen sus tenazas de gran tamario y unos ganchos distintivos en
la base del segundo y tercer pares de extremidades. Estas caracteristicas

no las presentan los machos inmaduros y las hembras.
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Los cangrejos de rio presentan una forma sexualmente inactiva
(nombrada forma || en machos) estado de crecimiento. El promedio de
vida de los cangrejos de rio en climas subtropicales o calurosos es de 12 a
18 meses. En climas frios su promedio de vida puede ser de 36 meses o

més.

El cangrejo de rio puede producir de una a tres generaciones por afio
dependiendo grandemente de la calidad del agua y a la presencia de
temperaturas que oscilen alrededor de los 20°C (Huner, 1975, 1977). La
temperatura que esta en funcién de la latitud y la altitud. Asf, las
poblaciones que se establecen cerca del Ecuador pueden producir tres
generaciones por 5fio y en latitudes de 40°N se restringe a una generacién

por afio.

El cangrejo de rio normalmente ocupa un habitat permanentemente
léntico aunyue algunas poblaciones se establecen en sistemas l6ticos; el
habitat semipermanente léntico es muy importante ya que los organismos
pueden sobrevivir por algun tiempo en la madriguera aun cuando se este
evaporando el agua. Asi, cuando ocurren las lluvias y se rellenan de agua
sus habitats, hay pocos o ningin pez, mientras que .los, cangrejos

empiezan a proliferar.

Las poblaciones de Procambarus sp. se establecen en aguas con pH

de 6 a 10 (Huner, 1978). Las especies pueden prosperar en aguas con una

15



modesta alcalinidad 50 ppm., y que se encuentre una buena disposicién de

calcio en los alimentos.

Los cangrejos pueden tolerar periodos de poco o nulo oxigeno debido
ha que las agallas estan contenidas en camaras branquiales a los lados
del cefalotérax. Como estas camaras son humedas un cangrejo de rio

puede utilizar oxigeno atmosférico.

Cuando los niveles de oxigeno disuelto bajan a 2 partes por millén,

los cangrejos suben a la superficie para obtener oxigeno atmosférico.

La principal comida del cangrejo de rio es el dendritus
organico(Black, 1978; Lorman, 1978). El material muerto de las plantas es
de un bajo valor pero ya que este contiene bacteria y hongos al comerlos
incluye grandes cantidades de proteina. También se alimenta de cualquier
tipo de insecto, crustaceos, y moluscos (especialmente caracoles, y
anhelidos). La materia animal es mucho mas importante en la dieta del
joven, rapidamente los juveniles se convierten en machos. Los cangrejos
de rio deben comer plantas verdes vivas, como una fuente importante de

carotenoides.
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Figura 1 Cangrejo de rio Procambarus diguetti.



AREA DE ESTUDIO.

El estado de Michoacan comprende una superficie de 58,836.95 Km2,
por lo que ocupa el decimosexto lugar nacional en extension. Limita al
Norte con los estados de Jalisco y Guanajuato, al Noroeste con Querétaro,
al Este con el Estado de México, al Sureste con el Océano Pacifico (S.P.P.
1985).

La cuenca del rio en donde se realizé el presente trabajo se localiza
en el Valle de Zamora, Municipio de Tangancicuaro. Se encuentra
comprendida entre las coordenadas 19° 50' a los 20° 50' latitud Norte y de
jos 102° 02' a los 102° 39' longitud Oeste. La direccion general que sigue
el rio es de Sureste =z Noroeste drenando aproximadamente una superficie

de 2,156 Km2.

17
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OBJETIVOS.

- Contribuir al establecimiento de las metodologia citogenéticas mas
adecuadas para el estudio de crustdceos decapodos.

- Analizar y determinar mediante el establecimiento del cariotipo y su

idiograma la especie Procambarus diguetlti

- Contribuir al conocimiento citogenético del Género Procambarus.

18



MATERIALES Y METODOS.

Las colectas se llevarén a cabo de Diciembre de 1990 a Julio de 1991
en el lago de Camecuaro y los canales de Etlcuaro, Mich. mediante
técnicas manuales, contando con 15 machos y 25 hembras sexualmente

maduros.

Los organismos se transportaron al laboratorio de Limnologia del
Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia, donde se mantuvieron en
condiciones controladas de laboratorio, como son pH, dureza,
concentracion de oxigeno y abundante alimentacién hasta el momento de

su procesamiento

TECNICA CITOGENETICA.

La obtencion de los cromosomas se realizd mediante la técnica
citogenética reportada por Salemaa (1985), con algunas modificaciones,
utitizando génadas y células epiteliales de los filamentos branquiales, ya

que estos tejidos presentan una division celular constante.

Previa a la obtencion de los cromosomas se realiz6 un pretratamiento
para promover las divisiones mitéticas y evitar los excesos en la
espiralizacion de los cromosomas, el cual consiste en administrar una

solucién de cloruro de Calcio en una concentracién de 0.1% en el agua
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donde se encuentran los cangrejos dejandola actuar por espacio de 2
horas (Holdisch,|988)

Para la promocion de células en metafase, se emple6 una solucion de
coichicina al 0.05% inyectada en el hemocele, por espacio de 45 minutos.
La coichicina alcaloide que compite por el centrémero, impide la formacién
del nuso mitético evitando que los cromosomas continden hacia la
siguiente fase de la division celular (Anafase;, por lo tanto los cromosomas

se quedan en metafase.

Asi mismo, debido a la presién a que son sometidos los organismos y
a su talla se aplicé una sola ocasién la solucién de colchicina. La dosis se
estimé de acuerdo al tamafic del cuerpo (no estandarizado) de los

especimenes, variando de 2 a 4 ml. de solucién, por organismo.

Al término del tratamiento con la solucién de colchicina, se
sacrificaron los acociles y se removieron las testas, ovarios y filamentos
branquiales para obtener el material celular adecuado. Se debe elegir un
tejido mitéticamente activo para obtener un buen numero de células en
metafase, tejidos con gran actividad de células en division se encuentran

en el epitelio de las branquias y génadas

Para asegurar el esparcimiento apropiado de los cromosomas en los

campos metafasicos, las células estuvieron sujetas a un tratamiento
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hipoténico adecuado, utilizar:cio citrato de potasio en una solucion 0.075M
por alrededor de 20 minutos, para lograr un choque hipotdnico

considerable.

Se aplicd la soiucion fijadora para preservar la morfologia de los
cromosomas, asegurar el contraste adecuado de la tincion e impedir que
continuara el transporte pasivo de agua, provocando el estallamiento de

las células resultande en |a pérdida de cromosomas.

Generalmente la solucion recomendada para la fijacion en los analisis
citogenéticos es de metanol-ac. acético en una proporcion de 3:1. Los
tejidos una vez fijados se pueden almacenar durante meses a 4°C sin una

notable disminucion en |a calidad de las prezaraciones cromosomicas.

Posteriormente, el boton celular se resuspendié en una solucion de
acido acétice al 60% para una mejor separacion del material en

suspension.

La elaboracion de las laminillas se hizo por goteo a una altura
aproximada de 1.30 Mts. Esto provocé el rompimiento de las células sobre
el porta-objetos; al final del cual se flamearon las laminillas con el objetivo
de que los cromosomas se separaran mas, facilitando asi la forma de

distribucién de los mismos en un sélo plano.
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La lectura microscépica se llevo a cabo sobre preparaciones tefidas
con una solucién colorante Giemsa, elaborada a partir de una solucion
stock diluida al 3% con buffer de fosfatos.14 M a pH de 6.8. El tiempo de
tincion fue de 30 minutos al término del cual las laminillas se lavaron con

agua corriente y fueron secadas al aire.

El examen de las laminillas para observar las metafases mitéticas, se
realizé en un microscopio de contraste de fases a 16 X, 40 X y 100 X

equipado con un sistema de microfotografia Zeiss

Se registraron las coordenadas de los mejores campos mitéticos y

estos fueron nuevzmente revisados.

Se fotografiaron las metafases de mayor calidad para el andlisis de la
morfologia de los cromosomas en pelicula Kodak Technical Pan Film y se
reveld en papel F3 de alta resolucién para la construccion del cariotipo

representativo de la especie.

Las apreciaciones que se generan a partir de las amplificaciones
fotograficas fueron frecuentemente complementadas con la reexaminacion
de las preparaciones correspondientes a fin de obtener la mejor

interpretacion de la morfologia de los cromosomas.
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Para elaborar los cariotipos, se recorto cada uno de los cromosomas
de las mejores amplificaciones, acomodandolos por pares homadlogos,
teniendo en cuenta la posicion del centrémero y la longitud de los brazos.
La medicion de los cromosomas se realiz6 de dos maneras: primera, se
utilizé una lupa graduada en mm. y segundo, se marcaron los cromosomas
con una corona de reloj y se contaron los mm. de cada brazo. Se
elaboraron 11 cariotipos de los organismos en estudio incluyendo acociles

de ambos sexos.

Se utilizd el promedio de las longitudes relativas de cada par
cromosémico (basado en la totalidad de los cariotipos elaborados) para la
representacion de los cromosomas en ei idiograma, de acuerdo a la
posicion del centromero y la longitud decreciente de los brazos
cromosomicos. Las mediciones incluyendo el porcentaje de la longitud de
cada cromosoma en la longitud total del complemento (% LTC). Los datos

necesarios para la elaboracién del Idiograma se obtuvieron apartir de:

Longitud Relativa = (Y) (m)
Donde:
Y = 100/ sumatoria de la longitud relativa en milimetros.

m = Valor absoluto promedio de cada par cromosémico.

Se obtuvo una Y para cada cariotipo en particular.
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Los promedios de las longitudes relativas de los cariotipos analizados
se emplearon en la estimacién de los siguientes tres parametros que
determinaron la posicién del centrdmero de cada cromosoma y que
hicieran posible su clasificacién.

Proporcién de Brazos (PB)
PB =q/p
En donde.

q = Longitud relativa promedio del brazo largo de cada par
cromosomico.

p = Longitud relativa promedio del brazo corto de cada par
cromosémico.

Indice Centrémerico (I C.)

IC=(P/p+q)100
Donde

p+q = Longitud total del cromosoma

Diferencia entre brazos (D)

D=(PB-1)100/PB +1
Donde

PB = Proporcién de brazos.

Con estos datos, los cromosomas se clasificarén por la posiciéon del
centrobmero de acuerdo a Levan et al (1964) tabla No.1.
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RESULTADOS.

El cariotipo representativo de la poblacién de Procambarus diguetti

en estudio se presenta en la fig. 2.

El nimero diploide modal, el nimero de organismos y la cantidad de
células examinadas, asi como el nimero total de brazos cromosémicos

(nimero fundamental) se presentan en la tabla 2.

E! niumero diploide modal de 2N = 102 estuvo compuesto de 35
elementos Mediocéntricos (M), 15 elementos metacéntricos (m) y 1
elemento Subtelocéntricos (St). Constituyendo la férmula cromosdmica
35M + 15M + 1 St.

Todos los cromosomas presentaron brazos cortos (brazos p) de

tamario poco variable. El nimero fundamental calculado fue de NF = 204,

El tamano relativo de los cromosomas oscilé de un maximo de 3.19
de LTC (Longitud total del complemento), a un minimo de 1.278 de LTC
Tabla 1. '

No se encontraron evidencias de la presencia de un par

heteromérfico que indicara cromosomas sexuales en la paoblacién de

Procambarus diguetti.
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Analizando ios datos del complemento cromosémico de
Procambarus diguetti, se elabor6 el |dicgrama con base en los resultados
de sus medidas relativas fig.3. El Idicgrama de acuerdo a la posicién del
centromero y a la longitud decreciente de los brazos cromosémicos. Los
datos de las longitudes relativas promedio utilizadas en la elaboracion del

Idiograma se presenrtan en la tabla 1.

En general el complemento cromosomico de Procambarus diguetti
puede ser descrito como un cariotipo extremadamente simétrico, con un
decremento gradual en el tamano de los cromosomas, con una
cemposicion  de  elementos  Mediocéntricos, metacéntricos y

subtelocéntricos.
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Tabla 2 Longitudes relativas de los brazos p y q de los distintos cariotipos de
procambarus diguetti.
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DISCUSION.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son el producto de
las modificaciones realizadas a la técnica propuesta por Salemma en
1985, la cual es una variacion a ia técnica de secado al aire generalmente

utilizada en mamiferos y cariclogia humana.

Partiendo de que los organismos utilizados en el presente trabajo son
miembros del Orden Decapoda cuyas caracteristicas fisiologicas difieren
considerablemente a las caracteristicas de los Isépoda utilizados por
Salemma (1985) en lo que respecta a respiracion, excrecién y
reproduccion; ademas de que los decapodos son organismos que
presentan divisiorzs celulares lentas y escasas (Holdisch 1988), por lo
que se propone utilizar un pretratamiento con CaCl2 administrado en el
hemocele del organismo, ya que el calcio esta intimamente relacionado al
incremento de la actividad mitotica, observandose un largo y progresivo
aumento en la concentracion de iones Calcio; tal concentracion se duplica
durante el crecimiento de Procambarus clarkii de 30 a 45 gr. Durante este
periodo la actividad mitdtica de branquias y tubo digestivo se incrementa
hasta un 50 %. Al igual que Salemma, se utiliz6 tejido testicular, pero
ademas en epitelio branquial, ya que los filamentos branquiales presentan
una division celular constante. La colchicina se inyectd en el hemocele del
organisme como lo propusé Salemma (1985). La concentracion dptima

reportada en el presente estudio se encontré tomando en cuenta lo
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propuesto por Kiigermann {{982), que menciona que para conocer la
concentracion 6ptima de colchicina se iealicen pruebas mediante ensayo-
error, hasta encontrar la concentracion y el tiempo de exposicion

adecuada.

Después del iratamiento con coichicina Salemma propone remover el
tejido testicular y colocario en agua destilada, para provocar una
exnancion cclular ampila. En e! presente triztajo el punto relevante dentro
de las modificaciones realizadas a la técnica propuesta por Salemma en
1985 fue la utilizacibn de citrato de Potasic para promover un choque
hipeionico conside=iable a una concentracion de 0.075 M por espacio de 20
minutos tomande o base que las biczpas lipidicas de Procambarus
spp son altamenic impsraablas @ las 4oL wias cargadas ( iones ) por
muy pequenos que gsi0s sean , como s el case del Na y el K ; asi mismo,
tanto la carga comg el elevade grado de hid.atacion de tales moleculas
impide que penetren en la fase hidrocarconada de la bicapa; asi la bomba
de Na - K gue se !ocaiiza en las membranas plasmaticas de Procambarus
spp. actia como un transporte de intercambio, bombeando Na hacia el
exterior de la célula y K hacia el interior.De tal manera que si el soluto
lleva una carga neta, su transporte se ve influenciado tanto por su
gradiente de concentracion como por el gradiente eléctrico total a través
de la membrana (potencial de membrana ), asi su membrana plasmatica
tiene un potencial eléctrico , siendo el interior negativo con respecto al

exterior, facilitando la entrada de K y negando el paso del Na ( Holdisch,
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1988 ); con esto se logré una expansion celular amplia y por consiguiente
una dispersion cromosémica considerable para el posterior analisis
cariotipico.

Por ofro lado, Farmer, 1974 encuentra que de los varios cientos de
¢iuias meidticas de Nephrops norvergicus ( L ) sélo un 0.09 % fueron
consideradas adec::2das para ei analisis estadistico cromosémico , donde
la mayoria de los cromosomas fueron de !a forma monorramea y por lo
fanto muy pocos mostraron la estructura de tetrada. Los conteos indican
una moda de n = 75 para el nimero haploide. Desafortunadamente muy
pocas espermatogaonias mostraron cromosomas claros y uniformes para la
estimaciéon del complemento diploide . Los valores frecuentemente
encontrados fuwior 147, 149, 151 v 152 r=spectivamente. Tomando en
cuenta la proximidad a 150 s# puede decir que concuerdan con lo sugerido
para el valor haploide de n = 75. Ademas para Nephrops norvergicus no
fue posible realizar ! cariclipe correspondiente debido a que aunque
cierto tipo de crcmosomas se identificaron la mayoria de los cromosomas
individuales no se reconocieron. La variacibn encontrada en la
cuantificacién pudo ser el resultado de la variacién cromosémica genuina
que ocurre en un buen nimero de especies de crustaceos (Niiyama, 1955)
o debido al error producto de la técnica, por lo que la pérdida de
cromosomas no tiene una causa Unica y clara. Contrariamente para la
especie Procambarus diguetti si fue posible realizar un cariotipo cuyo

nimero cromosémico modal fue 2n = 102 cromosomas, constituido por 35
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elementos Mediocéntricos { M ) , 15 eiementos metacéntricos ( m ) y un
elemento Subtclocéntrico ( st ) presentando la fébrmula cromosodmica
35 M - 15-: - 1 st con un nimero fundamental de NF = 204; por otro lado el
indi.e mitdtico encontrado en Procambarus diguetti no presentd
-ariacicnes en el numaro de cromosomas, puesto que se cuantificaron 102
e el 79 % de las células observadas. estos datos no concuerdan con los
reportados por Hughes en 1982, el cual al trabajar con langosta americana
Homarus americanus y H. gammarus encuentra que la cantidad de
cromosomas abarco un rango de n= 91 y n = 134. El basto numero
cromosomico observado en los espermatocitcs de H. americanus y H.
gammarus indica unz aita probabilidad de cromosomas supernumerarios .
Aunque el pequefic iamaiio y el traslape de los cromosomas producto del
manipuleo dentre i€ '3y técnica hace dificii la cuantificacion correcta de
elios, ademas de ser via fueni= de variacion no intrinseca a la especie en

estudio.

Al revisar tanto =i cariotipo como el idiograma de P. diguetti se pudo
observar una clara tendencia a la conservacién de cromosomas
Mediocéntricos y metacéntricos asi como la ausencia de cromosomas
acrocentricos; White, 1955 menciona que el grado de especificidad a un
habitat particular por parte de los organismos de una especie en el curso
de su evolucion desde el punto de vista cromosémico esta intimamente
relacionado con el equilibrio entre las porciones de los brazos p y q de los
cromosomas, esto es , la tendencia al aumento en el indice mitético de
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cromosomas Mediocéntricos y metacéntricos y por lo tanto una tendencia

a la desaparicion gradual de cromosoinas acrocéntricos.

Con lo anterior, y retomando la férmula cromosémica 35M + 15m +
1st, se puede decir que el cangrejo de rio Procambarus diguefti es un
organismo especializado a su medio ambiente, ademas Procambarus
diguetti es el primerc de dos especies tnicas confinadas a la vertiente del
Pacifico Mexicanc en los Estadoé de Jalisco y Michoacan, siendo junto
con Procambarus bowien las Gnicas dos especies que se establecen en
alturas mayocres de 1,800 metros sobre el nivel del mar, siendo su habitat
muy reducido en comparacion con otros grupos de cambarinos mexicanos
(Horton, 1984).

Por otro lado, nbservando que el medio ambiente donde se localiza
Procambarus diguetti, es un habitat sin perturbar, donde se encuentran
nulos niveles de contaminacion, una buena concentraciéon de oxigeno de 8-
9 mg. por m3 (Lépez, 1984). Ademas el indice mitético encontrado en
nuestra especie no presentd variaciones en el numero cromosémico,
podemos decir que la probabilidad de encontrar cromosomas
supernumerarios es baja para el caso de Procambarus diguetti. Esto
difiere de lo encontrado por Hughes (I1982) para el caso de Homarus
americanus y Homarus gammarus donde existe un basto rango de
nameros cromosémicos en la examinacién microscopica de

espermatocitos lo que indica una alta probabilidad de encontrar
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cromosomas supemumerarics, los cuales se cree estan presentes en
algunas poblaciones de langosta (Tracey,|975) debido a sus habitos
migratorios y por lo tanto a estar bajo influencia de diferentes condiciones
en las cuales el reservorio de material genético aumenta

significativamente para utilizarlo durante tales cambios ambientales.

Por otra parte, se cree que los cambarinos americanos dentro de los
cuales se encuentra Procambarus diguetti usaron el puente intercontinental
que existi6 desde el Cretasico hasta el Pleistoceno medio y que unié
Alaska con Siberia como ruta obligada de invasién, a través de la cual los
Astacidos derivados del tronco asiatico primitivo, llegaror a poblar el
QDeste de Norteamérica La presencia de restos fosiles q.e catan del
Terciario, como p.or 2;,emplo Cambarus primecevurs P. localizado al Oeste
del Estado de Wyoming sirven de base para #sta teoria. Actualmente los
astacidos estan comprendidos por los siguientes géneros Cainbarus,
Procambarus, Cambarellus, Qrtocnectes, Troglocainbarus ¥
Paracambarus. Ortmann, Faxon y Hobbs, consideran que pronablemente
la especie mas primitiva es Procambarus diguetti estableciéndose entre el
Cretacico medio y el superior (Villalobos, 1955). Entre los hechos que
apoyan a Procambarus diguetti como una de las especies mas antiguas de
México, encontramos que los Pledpodos del primer par en el macho de la
forma | (estado juvenil); hacen que tenga pocas relaciones con las otras
especies de Procambarus sp. Por otra parte, la distribucion geografica

localizada en la zona Occidental de la Republica Mexicana hace suponer
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que Procambarus diguetti se establecio en su area desde tiempos
remotos, corroboran estas suposiciones ios siguientes hechos; |a falta de
especies afines y su aislamiento con respecto a los grupos genéricos
afines de la zona oriental, asi como la regién geografica que ocupa y que
es la mas antigua de ta Republica Mexicana. Aunado a esto, los resultados

del presente trabajc apoyan lo propuesto por Villalobos(1955).

Por otro ladc, el génerc Procambarus comprende un gran nimero de
especies y subespecies en América (152 especies y subespecies), tan
largo numerc de especies refleja las limitaciones que se tienen para
ordenar nuevas especies que han sido registradas. Ademas el
reconocimiento de 17 subgéneros (Hobbs, 1972 y 1981), siete de las
cuales son monciipicas, Jdemuestra lo incierto de las interrelaciones en un
grupo que 50 afics atras era 1an pobremente conocido, en el cual solo 30

especies han sido descritas para una o dos localidades (Hobbs, 1984).

Con io que respecta z las especies que pobian la vertiente del
Atlantico de la Republica Mexicana, sélo pudieron establecerse cuando
esta porcién del Pais se formé. Por lo que se considera que el grupo de
especies afines a Procambarus mexicanus pudieran ser los representantes
mas "modernos" para lo cual propenemos realizar estudios de genética de
poblaciones Y asi descartar la posibilidad de que fueran los organismos
con mayor potencial evolutivo. En base a los resultados del estudio de

genética de poblaciones se podrian utilizar como base para el desarrollo
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de la genética y la aplicacion de sus metodos y técnicas que permitan el

incremento en la productividad de animales silvestres.

El papel de la Acuacultura ha sido el aumento de la produccion de
organismos acuaticos y el aprovechamiento de areas no reconocidas para
el cultivo de organismos. Los progresos considerables se han realizado en
el desarrollo de la tecnolcgia para el cultive de diferentes organismos y en
los aspectos corolarios de nutricién, reproduccién controlada, produccion
de huevos y contrel de la mortalidad. Sin embargo, uno de los mayores
problemas encontrados por los acuacultores es la seleccion de especies
productivas que puedan ser cultivadas satisfactoriamente para después
domesticarlas en condiciones ambientales controladas. En este contexto la

genética resuelve & ia acuacuitura estos preblemas de gran importancia.

Aun cuando la ciencia bdsica de la genética de organismos acuaticos
es similar a la genética animal, en lo que respecta a seleccion, entre
cruzamiento y la aplicacion de nuevas tecnologias. Son claras las
diferencias entre ia genética de organismos acuaticos y la genética animal
debido a la variacion genética que presentan los Crustaceos Decapodos.
Lo anterior hace pensar en la urgente necesidad de realizar investigacién
basica y aplicada en Decapodos de importancia comercial como:
Macrobrachium rosembergii, Homarus gammarus, Procambarus clarkii
entre otros, utilizando técnicas especializadas dentro de la genética de

poblaciones, l|a utilizacion de heterocigos y realizar estudios citogenéticos
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precisos para un mejor aprovechamiente de los organismos acuaticos con

los que cuenta nuestro Pais.
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CONCLUSIONES.

Con todo lo anterior se concluye que la técnica citogenética propuesta
para Procambarus diguefti es Gtil, practica y produce excelentes
resultados, puestc que se puede realizar el cariotipo para especies de
crustaceos decapodos y por lo tanto aportar informacién confiable para la
caracterizaciéon cariotipica, asi como brindar informacion sobre las

relaciones filigenéticas y evolucion del Orden Dec4poda.

El nimero cromosémico modal encontrado en los especimenes de la
especie Procambarus diguetti es de 2n = 102 cromosomas.Con un numero
fundamental de NF = 204

- El cariotipo de P. diguetti estd compuesto de 35 elementos
Mediocéntricos { M ), 15 eiementos metacantricos ( m ) y un elemento
subtelocéntrico ( st ) presentando la formula cromosémica 35 M- 15m - 1

st.

- E! cariotipo de Procambarus diguetti presenta una forma simétrica,

con una tendencia al equilibrio entre las porciones de brazos py q.

- Para Procambarus diguetti no se observé heteropicnosis negativa

que evidencie la presencia de cromosomas sexuales .
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- En base a los resultados del presente trabajo se apoya la hipétesis
propuesta por Hobbs, 1984 que indica que Procambarus diguetti y
Procambarus bowieni como las dos especies de acociles mas antiguas de
México.
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