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RESUMEN

El género Pomacea es muy importante por diferentes razones entre ellas la de ser un
organismo apropiado como modelo para investigacion genética y expéerimentos en
reproduccién; los individuos tienen un tiempo de vida relativamente corto, producen ua alto
namero de huevos, tiene una tasa de sobrevivencia arriba del 50% y una facil erianza y
explotacion, por esto, es necesaria la evaluacién del estado del recurso mostrando el origen
y diversidad de clonas, con el fin de poder desarrollar programas de cultivo y

aprovechamiento optimo.

En el presente trabajo se realizaron comparaciones cariotipicas y electroforéticas para
caracterizar a los organismos del género Pomacea, distribuidos a lo largo del Sureste de
México y de esta manera determinar su diversidad especifica.

El polimorfismo registrado en individuos procedentes de las diferentes regiones, no
mostré diferencias significativas en lo referente a estudios citogenéticos; entre organismos
procedentes de la Laguna de Catemaco en el Estado de Veracruz, donde esta especie esta
identificada como Pomacea patula catemacensis, €l resto de los ejemplares colectados en
diversas regiones del Sureste de México, corresponden a la especie Pomacea flagellata; en
ambas especies bajo un andlisis discriminante, los cariotipos fueron similares
morfoldgicamente, 2n=26 y n=13, con una formula cromosémica de Im+4Sm, no se
detects diferenciacion de uwn cromososma sexual,

En cuanto a los estudios electroforéticos, presentdé una marcada similitud entre los
organismos colectados en las diferentes regiones del sureste mexicano y los de la Laguna de
Catemaco, sin embargo, hay variaciones en cuanto a magnitud en el patrén de bandas y una
banda diferencial en las muestras de Catemaco tanto en los corrimientos de punto
isoeléctrico como de peso molecular. Esta banda sélo se detecté en los organismos
provenientes de la Laguna de Catemaco, de esta manera, la técnica utilizada resulté
determinante por un lado en la diferenciacion de las variaciones en las poblaciones
analizadas y por otro en la determinacidn de la fuente y diversidad de clonas.



SUMMARY

The genus Pomacea is very important for different reasons among which, the fact that
it is an organism appropiate as a model for genetic investigation and reproduction
experiments; the individuals have a short life span, produce a large number of eggs, have a
survival rare above 50% and have easy breeding and exploitation for these reasons, an
evaluation showing the origin and diversity of clones is necessary with the objetive of
developing cultivation programmes and how to take advantage of them.

In this work, karyotypic and electrophoretic comparisons were made to characterize
the organisms of the genus Pomacea, distribuited along the Southeast of México and this
way determine it’s specific diversity the polymorphism registreted in individuals
originating in different regions did not reveal significant differences, at least with reference
to cytogenetic studies; between organisms originating in Lake Catemaco in the State of
Veracruz, where this species is identified as Pomacea patula catemacensis, the rest of the
samples collected in different regions of Southeast of México correspond to the species
Pomacea flagellata: in both species, the karyotypes were morphologically similar, 2n=26
and n=13, with a chromosomic formula of 9m 4Sm , no differentiation of sex chromosome
was detected under close analysis, populations are distinguished.

As to the electrophoretic studies, a marked similarity was presented between the
organisms collected in the different regions of Southeast of Mexico and those of the Lake
Catemaco, however there are variations in the band pattern magnitude and a differential
band in the Catemaco samples, both in the isoelectric and molecular weigh. This band was
only detected in the organisms from Lake Catemaco, in this way, the technique used
resulied determining on the one hand in the differentiation of the variations in the analyzed
popuiations, and on the other in determining the source and diversity of cionas.
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1.0 INTRODUCCION

1.1 Citogenética.

Unidad y diversidad son los dos aspectos basicos que caracterizan a las formas
vivientes, aunque estos términos parecen antagonicos, en realidad se concilian a través del
concepto de evolucién. Las formas vivientes poseen la propiedad fundamental de la
autoreplicacion, conservando caracteristicas estructurales y funcionales entre las
generaciones. Los seres vivos suelen tener ciertos niveles de cambios conrocidos como
mutaciones, los cuales frecuentemente son trasmitidos a sus descendientes, de tal manera
que las formas ancestrales sobreviven y/o desaparecen, derivando una variabilidad genética
entre especies (Dobzansky, 1966).

La evolucion refleja la constancia y la variabilidad de las formas vivientes y
comprende el estudio y las causas que intervienen en la variacion, asi como los aspectos
genéticos de los fenémenos evolutivos (Ayala, 1974). Esta gran generalizacién bioldgica
fue claramente postulada en 1858 por Charles Robert Darwin y por Alfred Roussel
Wallace, para explicar la variacién biolégica originada en las formas ancestrales. Sin
embargo, el mecanismo de la evolucidn y las causas del proceso, s6lo fueron parcialmente
entendidos. B

La estabilidad de las formas en la descendencia y su variabilidad, aunque
aparentemente contradictorios, son constantes y van de acuerdo con las predicciones de la
naturaleza estadistica, la cual tiende a conservar a las especies relativamente estables,
considerando que la mutacion es la base de la variabilidad hereditaria que explica la
evolucion por seleccién natural (Ocampo, 1978).

Ei punto de convergencia de la citogenética, genética molecular (Tomkins ez al, 1997)
y genética de poblaciones, incide en los conocimientos acumulados como evidencia de la
evolucidn bioldgica, asi como los derivados de la investigacion entre el ambiente y las
estructuras quimicas que determinan los cambios hereditarios impresos en la evolucion
filética, donde deben examinarse las alteraciones y cambios de las estructuras moleculares,
para precisar el significado de lo que puede entenderse como factores internos de la
evolucion (Dobzhansky et al, 1983).

La paturaleza del proceso evolutivo, se puede comenzar como una discusién de la
citologia animal en el problema del mecanismo y proceso de la evolucién, este tipo de
estudios presenta ciertas ventajas. Los pardmetros por analizar, deben ser los ciclos
celulares, tomando en cuenta la arquitectura de los cromosomas, tales como forma, tamaiio
y estructura. Los cambios cromosémicos a nivel estructural y en ndmero, generan
modificaciones en morfologia y complemento diploide de manera intercromosdémica o
intracromosOmica. Entre los cambios mds importantes se encuentran los fendmenos
robertsonianos de fusion y fisién céntrica y las traslocaciones reciprocas estructurales.

Entre {os principales cambios cromosdmicos se encuentran;

INVERSIONES. Las inversiones paracéntricas han sido consideradas como las més
frecuentes de las aberraciones encontradas en poblaciones naturales, mientras que las
inversiones pericéntricas fueron tomadas en cuenta como poco frecuentes, hasta que
comenzaron los estudios citogenéticos comparativos utilizando técnicas de bandeo
cromosOmico para su identificacion. Este tipo de cambios presentan hasta cierto punto una
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ventaja selectiva, en especial en el estado heterocigbtico. Los valores més altos de
heterocigosis han sido encontrados en organismos que se hallan en ambientes con una
persistencia extraordinaria de sus poblaciones que no sufren reducciones frecuentes.
Rupturas a nivel centromérico influyen en la formacién de isocromosomas originando
inversiones del tipo paracéntricas o pericéntricas (Jackson, 1971). Debe tenerse en cuenta
que los cambio en el mimero cromosdmico por genoma cuando este es euploide, incluye
fenémenos del tipo monoploides, diploides, poliploides, aneuploides, etc. (Riley, 1977).
DEFICIENCIAS. Juegan un papel secundario como mecanismo evolutivo.
DUPLICACIONES. Una vez establecida la duplicacién, la ocurrencia de mutaciones
puntuales puede alterar la informacién genética en algunos de estos segmentos duplicados
€n una etapa posterior, sin gue esto signifique la pérdida de parte de la informacién original
del individuo. En los alopoliploides también hay la posibilidad de originarse nuevas
funciones a partir de genes que se encuentran duplicados debido al aumento en ¢l nimero
de cromosomas homoélogos (Ohno, 1970 y Hogge et al, 1996).

TRANSLOCACIONES. =~ Son reordenamientos por intercambio de sepmentos de
cromosomas entre cromosomas no homoélogos (Saez y Cardoso, 1978). Tienen un papel
preponderante en los procesos de especiacidon (de acuerdo a los procesos robetsonianos,
como un tipo particular de transferencia) y junto con las inversiones pericéntricas son los
recursos fundamentales en la evolucién (Baker y Ohno, 1967).

Las translocaciones han sido interpretadas como un proceso evolutivo producto del
cruzamiento entre el normal y el heterdcigo, dando origen a individuos normales.
Individuos heterocigotos € individuos con trisomias son tan complejos que muchos de sus
cambios evolutivos se encuentran a una escala molecular. Asi, el anilisis electroforético
puede describir con facilidad el comportamiento de los organismos a nivel de poblaciones y
puede tomar datos directos e indirectos, rastreando los comportamientos poblacionales,
logrando predicciones evolutivas (Dobzansky, 1966). Actualmente puede decirse que todas
las transformaciones evolutivas han tenido su origen en los cromosomas, siendo estos
cuerpos los que constituyen la base fisica de la herencia, conteniendo el material para el
proceso de la evolucién (Thiriot, 1994).

Las mutaciones génicas son cambios en el cromosoma, en ocasiones son casi
imperceptibles y por ende dificilmente detectables (Ohno, 1970), ya que existen
mecanismos de reparacion, pero que influyen sobre la seleccion natural en forma
directamente proporcional a la adaptacion de las especies; esto representa un factor
importante en la evolucion y en el desarrollo de nuevas formas bioldgicas (Sinnot, e al,
1961).

10
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1.2 Electroforésis.

Técnicas electroforéticas como métodos de medicién en la variacion genética, han
sido utilizados desde hace 32 afios, (Harris, 1966; Hubby y Lewontin, 1966 y Johnson et
al., 1966). Esta linea de investigacién ha sido aplicada ampliamente en estudios a todos los
niveles de la escala biologica, estableciendo en muchos casos la variacién genética existente
entre las especies de poblaciones naturales (Lewontin, 1966); sin embargo, no todos los
tipos de organismos presentan variantes en igual magnitud, la proporcién de polimorficos
en heterocigosis para vertebrados es de 10 a 20%, mientras que para los invertebrados es
del 25 al 50% (Selander y Kaufman, 1973., Van der Zee et al, 1997). Esta diferencia
representa una estrategia adaptativa. En los organismos mds grandes y moviles el ambiente
es menos incierto, y presentan una variabilidad més baja de adaptacién, lo cual no ocurre
con los invertebrados.

Otra forma de emplear las técnicas electroforéticas sin recurrir a identificacién de
enzimas, consiste en realizar analisis de proteinas totales y estudiar las diferencias en el
patrén de bandeo, tanto en el nimero de bandas como en la intensidad de las mismas
Yamaura et al, (1997). Smith (1988), menciona esta técnica como apropiada para poder
detectar diferencias taxonémicas a nivel de especie.

1.3 Clasificacién taxondmica del caracol Pomacea sp (Perry, 1810)

Clase: Gasteropoda (Cuvier, 1797)

Son moluscos invertebrados que pertenecen al Phyllum Mollusca, dotados de celoma,
(cavidad interna con paredes de origen mesodérmico que forma el saco pericardico). El
saco visceral se focaliza dorsalmente y presenta una rotacién de 180°, estd envuelto en
espirales y protegido por un exoesqueleto calcdreo o concha, este es segregado desde la
epidermis del manto hasta el pie, que esta transformado en érgano de locomocién.

En esta clase estan incluidas tres subclases: Pulmonata, Opistobranchia y
Prosobranchia; para los {ines de este estudio, sélo se describira este Gltimo.

Subclase: Prosobranchia.

Posee branquias situadas delante del corazén y dependiendo del nimero de éstas
pueden subdividirse en : diotocardos, con dos branquias y dos auriculas y monocardos, que
poseen una branquia y una auricula. Esta wltima es caracteristica especifica de Pomacea
patula catemacensis

Orden: Mesogastropoda (Pennak, 1974}

Caracterizado principalmente por ser gastropoda prosobranchia con o sin opérculo,
branquia unilateral adherida en toda su longitud a la cavidad de la pared paleal. Presentan
sexos separados.

Superfamilia: Vivipareacea (Taylor y Schi, 1962)

Organismos oviparos con concha de mediano a gran tamafio, conisperales con
opérculos cérneos.

11



Familia:Pilidae (Bequaer y Clench, 1937)
Familia: Ampullariidae (Guilding, 1925)

Formas dulceacuicolas con concha generalmente globosa, turbinada o discoidal
moderada de color pardo. La vuelta corporal o ultima espira grande raramente presenta los
bordes anguiados. El tamaifio de la concha oscila entre una talla mediana (30 mm) a la
grande (50 mm) con abertura completa oval, piriforme o semicircular y con una callosidad
o peristoma en el borde. La direccidn de enrollamiento de la concha puede ser a la derecha
(dextrégiro) o a la izquierda (levogiro).

Género: Pomacea (Perry, 1810)

La ultima espira de la concha estd comprimida, es moderadamente ovoide, con una
abertura eliptica. Presenta un peristoma en ocasiones marginado; opérculo de naturaleza
cérnea y nticleo exéntrico cerca de la columela (Amaya y Godinez, 1994; Zulma, 1994).

1.4 Generalidades de la clase gastropoda.

La mayoria de los gaslrépodos presentan una concha calcarea, cerrada apicalmente,
regularmente enrrollada, a menudo ornamentada y de colores vistosos. Tienen formas muy
variables y presentan una abertura que puede variar en su forma. Dependiendo de la
conformacidn del exoesqueleto se presenta un sifén inhalante o hendidura anal, en algunos
organismos esta estructura ha sufrido una reducciéon y en otro ha desaparecido
completamente (Abbott, 1954). En los prosobranchia existe la presencia de un opércuto
regularmente cérneo, aunque en algunas ocasiones estd compuesto de sustancias calcareas y
conquiolina. Este puede ser paucispiral, multiespiral o concéntrico (Martin, 1984).
Presentan una cabeza distintiva, la boca es terminal y casi todos poseen un par de
tentaculos, que primitivamente llevan los ojos en su base, con la presencia de un pie que
permite el movimiento (Figural).

El tubo digestivo en los gastrépodos presenta tres regiones:

A. Aunterior. Incluye la cavidad bucal, el aparato radular y el esdfago. El aparato radular
juega un papel muy importante, debido a que en él se encuentran los dientes con
propiedades roedoras o colectoras. De acuerdo al hadbito alimentarioc que tenga el
organismo, la radula puede ser “taenioglosa”, “raquiglosa”™ o “toxoglosa”.

B. Media. Constituida principalmente por el estdbmago y enormes glandulas digestivas,
incluyendo a la vez gran parte del intestino, en esta region se lleva a cabo la digestion asi
como la absorcidn de los alimentos.

C. Posterior. Formada por el extremo posterior del intestino.

Fisiol6gicamente cuentan con un sistema inmunoreactivo, caracteristica que se
presenta principalmente entre invertebrados dulceacuicolas Mizuno y Takeda, 1988.EI
sistema respiratorio presenta modificaciones en los diferentes grupos. En los mas
primitivos existen dos branquias bipectinadas, condicidn modificada en los mas
evolucionados, perdiéndose la branquia derecha y los filamentos que quedan se pegan a la
cavidad del manto, formando una branquia monopectinada como la observada en los
Mesogastropoda. En los pulmonata desaparecen todos los fitamentos branquiales y la pared
del manto se convierte en la zona donde ocurren los intercambios respiratorios,
funcionando como un pulmdn aéreo o acuatico (Gallo, 1990).
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Los gasteropoda se encuentran distribuidos en una gran variedad de ambientes, que
van desde las altas cumbres continentales, hasta fas mds grandes profundidades oceédnicas;
la mayoria son acudticos, predominantemente marinos. aunque €n gran proporcion
dulceacvicolas y ierrestres; en algunos casos son aprovechados como indicadores
toxicolégicos (Elder y Collins, 1991). Todos tienen una séla gonada situada en la parte
superior de la masa visceral y pueden ser dioicos, como los posobranchia y pulmonata. En
los prosobranchia, €l aparato reproductor masculino es mdas sencillo que el femenino y en
los opistobranchios y pulmonata ambos aparatos reproductores son muy complejos. El
sistema nervioso estid formado por ganglios cerebrales localizados por encima del es6fago y
ganglios pleurales colocados lateralmente.

Por sus habitos alimentarios, los gastropodos pueden ser herbivoros, carnivoros,
micréfagos, coprdfagos y pardsitos (Barnes, 1977). La mayoria de los gasteropoda
terrestres viven de 5 a 7 aiios, siendo el miximo registrado de 9 afios, al igual que para los
prosobranchia marinos (Baker, 1922).
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Ventrieulo Gongda
Metridis Glenduls digestive

Figura 1. Anatomia de un Prosobranquio ( Barnes, 1977)
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1.4.1 Evolucién de la clase gastropoda

Barnes (1977) propone que los gasterdpodos han evolucionado a partir de un molusco
ancestral, el cual presentaba una concha en forma de escudo que dejaba la mayor parte del
cuerpo expuesto, condicién que presentaba desventajas para la larva planctonica. Por
seleccion natural, esta concha que brindaba una pobre proteccién, se transformé hasta
adquirir una forma coénica, cuya abertura permitié que la mayor parte del cuerpo quedara
protegida, con la desventaja de ser estorbosa para el nado de la larva plancténica por lo que
se fue modificando hasta adoptar una espiralizacion. La nueva concha plano espiral
compacta, era satisfactoria para la larva plantdcnica, pero no para el adulto reptante; este
inconveniente, quedd solucionado con la torsién de 180° sufrida por la masa visceral.

De los desarrollos de la flexién ano-pedal y la torsion de la masa visceral, resulta ¢l
ano anterior y la concha curvada endogistricamente, permitiendo la posibilidad para la
posterior diferenciacion del 6rgano dentro de la estructura espiral, en la que la masa,
tomada por la cabeza y pie, se podia retraer para su proteccién y para tabular su actividad de
destizamiento; quizd debido a esa proteccion los gastrépodos fueron capaces de adaptarse a
nuevos hdbitats. Los caracteres mas sobresalientes que se toman en consideracion en la
evolucion de la clase gastropoda es la simetria y las caracteristicas del sistema respiratorio.

Las primeras formas consideradas como gastropodos verdaderos pertenecen a la
familia Corcospiridae, superfamilia Bellerophontaceac y orden Arqueogastropoda, los
cuales aparecen en el Cambrico Inferior, estos tenian una simetria bilateral con forma
parcial o totalmente espiralada.

El Cambrico Superior, marca la aparicién de otro grupo de gastropoda en los que se
pierde la simetria bilatera y aparecen las primeras formas asimétricas. Dichos gastropoda
estan representados por las superfamilias Pleurotomariacea y Mecluritacea del orden
Arqueogastrépoda (Burch y Cruz, 1987). En estos grupos el complejo paleal aun conserva
su estado primitivo ya que es pareado y el lado derecho empieza a reducirse en relacion al
izquierdo.

En el Cambrico Superior u Ordovisico Inferior, aparece un grupo conocido como
Murchisoneacea cuya posicién taxondmica es incierta. Presentaban ctenidios pareados y
algunos presentaban un canal incipiente por lo que se cree que tenian un corto sifon
inhalante (De Haro, 1979).

1.4.2 Familia Ampullariidae.

La famitia Ampullariidac es de aguas continentales de gran interés cientifico, cuyas
especies presentan condiciones particulares de existencia y especializacién. Se describid en
1957 por Hylton (citado en Cazzaniga, 1987), su distribucion: en la franja tropical es
amplia e incluye a Asia, Malasia, Filipinas, Australia, Africa y America, con la
representacion de varios géneros. En el Continente Americano estd distribuido desde la
Zona Meridional de America del Norte, America Central y America del Sur, hasta la latitud
38° S (Stuardo, 1964. Cazzaniga, 1990a).

La caracteristica sobresaliente de esta familia es su condicién de vida anfibia. Viven
preferentemente en aguas claras y- tranquilas, rios, lagunas, charcas de temporal y
permanentes (Teles ef al, 1991). Estos organismos tienen la facultad de sobrevivir a largos
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1981, Scholnick ef al, 1994). Ademas son resistentes a todo tipo de aguas, con variantes de
salinidad, ¢ incluso se propone la existencia de formas ecoldgicas, de acuerdo con ciertas
condiciones fisicoquimicas del ambiente (Cazzaniga, 1987, 1990a).

La alimentacion es variada, son voraces y prefieren ciertos vegetales nativos de su
entorno y en algunos casos se alimentan de restos de animales recien muertos {carrofieros).
En ambientes donde abundan ciertas plantaciones fruticolas como los manzanares del Delta
del Parana, son capaces de roer las manzanas caidas al agua, sus desoves luego de la
copulacion son varios, los huevos son depositados a pocos centimetros del nivel del agua,
sobre soportes verticales entre la vegetacion, donde pueden observarse conglomerados de
color rosado. Al parecer, cumplida la funcién reproductora, mueren (ha sido observado ese
comportamiento bajo condiciones artifictales, en especies pertenecientes a FPomacea
canaliculata). Viven de tres a cuatro afios y crecen rapidamente en primavera y verano,
mientras que en invierno se sumergen en el fango o viven refugiados en las raices de plantas
sumergidas, como sucede con Aselene puelchella y Ampullaria scalaris (Estebenet y
Cazzaniga, 1990).

Entre los Ampullaridos, Ampullaria scalaris. presenta huevos blandos no calcareos,
el joven embrion se nutre a expensas de las glandulas del albumen. Su crecimiento provoca
la ruptura de la cascara y los caracoles juveniles caen al agua iniciando su vida libre. La
primera division del huevo para A. canaliculata se realiza en un par de horas después de la
ovoposicion.  El embrion pasa por un estadio de larva trocofora y a los 16 dias
aproximadamente es un embrién casi completamente organizado, faltando la calcificacion de
la concha. De los géneros representados en Argentina, Ampullaria (actualmente dentro de
la clasificacion como género Pomacea) posee la mas amplia distribucion en el Sistema
Parafio-Platenense. A. canaliculata, se localiza desde el Norte de America del Sur, hasta la
latitud de 36°, en ambientes lénticos. A. insularum esta restringida a ambientes loticos
preferentemente en los Rios Paraguay, Parana, Uruguay y la Plata. Al género Asolene se le
asigna una distribucidon mas restringida y se focaliza en el rio de ia Plata, Asolene spixi se
registra en el Noreste Argentino, Asolene puechella en el Parana Medio;, Asolene
megastoma es exclusiva del Rio Uruguay y Asolene americanista del rio Parana. El género
Felipponea se encuentra en franca regresion sobre el Rio Uruguay; el género Marisa tiene
amplia distribucion en America del Sur, desde Colombia, Guayanas, Norte de Brasil.
Marisa curnuarietis y Marisa chiquitensis se cita en el area boliviana y Marisa planogyra
esta circunscripta al Parana Medio.

1.4.3 Descripcion del género Pomacean

El género Pomacea esta bien representado en Ameérica del Sur (Teles er al, 1991),
principalmente en la Cuenca del Amazonas (Baker, 1913, 1930; Pain, 1964; Teles ef al,
1991) hasta el Rio de la Plata en las Costas de Argentina (Castellanos y Fernandez, 1976),
asi como en los paises Andinos (Baker, 1930; Pain y Areas, 1958), el Caribe y América
Central (Baker, 1922, Pilsbry, 1927 y Pain, 1964).

Dentro de las caracteristicas mas importantes que diferencian a las dos especies del
género Pomacea son:. Para P. flagellata, segun el criterio de Bequaert, (1957) analizando
30 ejemplares en zonas restringidas a Tabasco, Chiapas y Norte de Guatemala (Lago Petén)
y Rangel, (1987), analizando 25 ejemplares en la region de los Tuxtlas en el Estado de
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y Rangel, (1987), analizando 25 ejemplares en la region de los Tuxtlas en el Estado de
Veracruz: presenta una abertura de la boca amplia y angulosa, con una concha subglobosa,
margen columenar color pardo, com presencia de 21 a 25 bandas de grosor variable,
presenta espira de grosor variable somero, ombligo profundo, éperculo concéntrico, corneo
ambar, con lineas de crecimiento subcentral.

Para la especie P. patula catemacensis, segun el criterio de Baker, (1922) basado en
el analisis de 40 ejemplares colectados en la Laguna de Catemaco, en el Estado de Veracruz
México, presenta concha delgada transhicida, abertura de la boca angulosa, concha globosa,
margen columenar color naranja, con presencia de 25 a 40 bandas de grosor variable,
presenta una espira grande, algunas veces presenta una banda abajo de la sutura espiral,
ombligo poco profundo, opérculo concéntrico, corneo, color ambar y linea de crecimiento
subcentral. Fischer y Crosse, (1902), encuentran en 30 ejemplares analizados,
caracteristicas similares, en la Laguna de Catemaco.

Una de las especies de mayor distribucion es Pomacea canaliculata (Lamark, 1801),
localizada por todo América del Sur. Es un representante de la fauna brasilefia y regiones
Norte de Argentina, sobre el Rio de la Plata.

La especie Pomacea flagellata (Figura 2), se localiza en el Caribe, y abarca desde las
Costas del norte de Veracruz en México, hasta Belice y Guatemala en América Central
(Naranjo, 1986). Ha sido identificada y caracterizada con base en la morfologia de la
concha, anatomia del sistema reproductor y patrones genéticos. Estos organismos poseen
una concha de entre 40 y 90 mm de didmetro, globosa, turbinada y discoidal, con caricter
de holostomada (Sautto a, b, 1983) (Figura 3), opérculo cérneo con nicleo excéntrico y
lineas de crecimiento concéntricas muy pronunciadas, sus bordes son duros pero flexibles y
de cierre hermético (Rangel, 1987 y Carvalho, 1987). Posee un rostro dividido en palpos
labiales, tenticulos largos y ojos situados sobre prominencias en la base de los tenticulos,
cuenta con un repliegue bucai reducido y el izquierdo desarrollado en forma de tubo con la
finalidad bombear aire a los pulmones (Burky y Burky, 1977); tienen un pie en forma de
escudo. La cavidad paleal se encuentra dividida por un tabique longitudinal, de modo que
la branquia y el pulmodn estan alejados hacia la izquierda y el lado derecho dedicado a la
funcién excretora. El pulmén se forma por el desdoblamiento de la pared del manto, el
osfradio es bipectinado por delante del neumostoma, la mandibula simple, con el borde
anterior engrosado, conteniendo una radula de tipo taenioglosa provista de un diente
raquideo trapezoide con cuspide central y tenticulos laterales; cuenta con un diente
intermedio y dos marginales de base angosta con una o dos cispides.

El sistema nervioso ha sido ampliamente estudiado y presenta otolitos miiltiptes
(Toilner, 1979). Poseen sexos separados (Cazzaniga, 1990), en el género Pomacea ta
gbnada estd ubicada en el apice de la espiral y se evidencia por el color amarillento, el cual
ha sido estudiado bioquimicamente en etapas embrionarias (Oliveira er al, 1994). El
oviducto corre por el eje columnar, llegando hasta el recepticulo seminal, que hace
prominencia en la glandula del albumen, la cual adquiere gran tamafo y coloracion rojiza,
la vagina se abre en la cara interna del manto y a ia derecha del ano. El aparato copulador
proviene de repliegues de la membrana paleal externa, distinguiéndose del penis, vaina y
saco penial. Los organismos del género Pomacea son oviparos con huevos gelatinosos y
calcireos, la ovoposicion se realiza tanto fuera como dentro del agua, aunque en su
generalidad viven fuera del agua (Rangel, 1987).
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1.5 ANTECEDENTES

En la actuatidad el ordenamiento de los organismos de acuerdo a las normas de la
sistematica, es tarea no sélo de los taxénomos, ya que existe una alta especializacion en las
ramas de la biologia (Arani y Rao, 1997). Existen andlisis especificos, como los referentes
a morfo-anatomia, fisiologia y paleontologia entre otros (Dodson, 1963), que se unen a los
estudios bioquimicos y citogenéticos en un completo desarrolio de la sistematica moderna.
Estas altimas especialidades, han cobrado gran importancia dentro de los organismos,
icluyendo a organismos acudticos, donde los cromosomas y la regularizacion de la
actividad genética de tipo bioguimica (Werner ef al, 1998), juegan el papel primordial de
trasmiticr a las siguientes generaciones, los caracteres que permiter las funciones
particulares que identifican a la especie (Nakamura, 1986).

Actualmente existen problemas de nomenclatura sistemdtica al clasificar al género
Pomacea debido a la escasez de estudios en esa drea y porque los existentes se encuentran
basados exclusivamente en el tipo de concha. Algunos estudios sobre aspectos anatomicos y
morfofisiolégicos, provocaron la creacion de varios sindnimos para la misma especie. Pain
(1964), afirma que el género Pomacea en el Sureste de México se encuentra representado
por la especie P flageliata, al respecto parece ser que la especie Pomacea patula
catemacensis es originaria del Lago de Catemaco (Martinez, 1989; Osorio, 1987) como
especie endémica, mientras Pomacea flagellata se encuentra extendida por todas fas Costas
del Sureste de México, hasta Belice y Guatemala (Naranjo, 1986). Con ¢l fin de resolver
este tipo de problemas, se ha recurrido a técnicas mdas finas que incluyen estudios
citogenéticos y electroforéticos.

Aproximadamente 700 especies de 106 familias de gasteropodos han sido estudiadas
citogenéticamente (Inaba, 196ia,b y Burch, 1967), este tipo de estudios suelen ser una
herramienta efectiva, en la identificacién y diferenciacion de poblaciones dentro del género.

Comparaciones de juegos cromosémicos entre individuos aberrantes y normales con
el andlisis de las alteraciones en la morfologia, son factores que ayudan a la formacion de
un criterio cariolégico como auxiliar de la taxonomia (Granter et af, 1997), conocida como
citotaxonomia, estos analisis son en base a revisiones detalladas de la morfologia (tamafio,
forma, presencia de constricciones, nimero de constricciones, etc.), descripcién y numero
cromosomico (2a para nomero diploide y n para haploide). Ademds, la formula
cromosémica y nimero fundamental, segin la categoria de la especie, favorece el
entendimiento del porque se preséntan reordenamientos cromosomicos y del porque de las
relaciones evolutivas a nivel de cariotipo (Mamaeva, 1998), tomando en consideracion los
cambios cromosdmicos existentes, como son los mecanismos de reparacion, mutaciones
“Per salto”, y como sefiala White (1951), los cariotipos con un bajo nimero diploide y con
alto porcentaje de cromosémas metacéntricos, pertenecen a cariotipos primitivos que han
mostrado una ligera variacién despues de varias generaciones. Asi los modelos
cromosomicos explican la evolucidn cariotipica (Ohno, 1970).

En caracoles de agua dulce del orden Arqueogastropoda (Patterson, 1966, 1969 y
Patterson y Burch, 1978), se ha encontrado un niimero cromosémico haploide de n= 9 a n=
18, y para el orden Mesogastropoda un admero haploide de n= 7 a n= 20.
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IDENTIFICACION TAXONOMICA

Phyllum : Mollusca, (Cuvier, 1797)

Clase: Gastropoda, (Cuvier, 1797)

Sub-clase: Prosobranchia, (Edwards, 1848)
Orden: Mesogastropoda, (Pennak,1974)
Superfamilia: Vivipareacea, (Taylor y Schi, 1962)
Familia: Ampullariidae, (Guilding, 1925)
Familia: Pilidae, (Bequaer y Clench, 1937)
Género: Pomacea, (Perry, 1810)

Especie: Patula catemacensis, (Baker, 1922)
Especie : Flagellata, (Say, 1827)

FIGURA 2. IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES DEL GENERO Pomacea ANALIZADAS.
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(A)

FIGURA 3. MORFOLOGIA DE LA CONCHA DE Pomacea flagellata (SAY, 1827)

A) VIS'TA DORSAL, B} VISTA VENTRAL. A: APIDE, E: ESPIRA, CE: CUERPO DE LA ESPIRA,
Q:0OPLERCULO, LE: LABIO EXTERNO Y B: BOCA.
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El andlisis cromosomico de la especie Pomacea sp procedente de las Costas de Brasil,
fue detectado un mimero diploide de 2n= 28, para la mitdsis y haploide n=14 (Kawano et
al, 1990), la especie Pomacea canaliculata, presenta 2n= 28 y cromosomas haploides,
n=14, (Brand e al, 1990)., mientras que para Pomacea patula catemacensis procedente de
la Laguna de Catemaco en el Estado de Veracruz, México, se reporta n=13 y 2n=26 (Yam
Keb, 1986); asi mismo para organismos procedentes de “El Espino”, en el Estado de
Tabasco México, se encontré n=13 y 2r=26 para la especie Pomnacea flagellata (Diupotex,
1993 y 1994).

Comparaciones de juegos cromosomicos entre individuos aberrantes, normales asi
como ¢l analisis de las alteraciones en la morfologia, son factores que ayudan a la
formacion de un criterio cariolgico como auxiliar de la taxonomia (Granter et al, 1997),
conocida como citotaxonomia, estos andlisis se basan en revisiones detalladas de la
morfologia (tamaiio, fofma, presencia de constricciones, nimero de constricciones entre
otros), descripcién y néimero cromosémico (2n para nimero diploide y n para nimero
haploide). Ademas la formula cromosémica y nimero fundamental cromosémico, segin la
categoria de la especie en estudio, favorece el entendimiento del porque se presentan
reordenamieiitos cromosomicos y del porqué de las refaciones evolutivas a nivel de
cariotipo (Mamaeva, 1998), tomando en consideracién los cambios cromosémicos
existentes, como mecanismos de reparacién, mutaciones “per salto”, y como sefala White
(1951) cariotipos con un bajo mimero diploide y alto porcentaje de cromosomas
metacéntricos, pertenecen a cariotipos primitivos que han mostrado una ligera variacién
despues de varias gemeraciones. Asi los modelos cromosomicos explican la evolucién
cariotipica (Onho, 1970).

La electroforésis en proteinas es un método que puede ser utilizado para determinar la
fuente y diversidad de clones en caracoles dulceacuicolas (Mark et al, 1995; Fujio et al,
1991) de diferentes regiones, para detectar diploidias, tetraploidias, poliploidias, etc.
como en el caso de Pomacea canaliculata (Garin, et al 1996).

Estudios electroforéticos se han empleado para la identificacion y diferenciacién de
ciertos organos y tejidos (Yamaura er al, 1997), asi como para distinguir especies muy
cercanas cuya diferenciacidon por otras técnicas morfoldgicas y citoldgicas no ha sido clara.

Smith (1988) describe un método para analizar proteinas totales de tejidos por medio
de electroforésis y logra una diferenciacion taxonémica al nivel de especies basada en sus
patrones electroforéticos (Van der Zee et al, 1997), realizaron estudios electroforéticos y
serologicos para diferenciar tres especies de Cerithiacea, encontrando diferencias en los
patrones clectroforéticos en los cuales se observd variaciones en el nimero de bandas.
Dybdahl y Lively (1995) utilizaron la electroforésis de proteinas para determinar ia fuente y
diversidad de clones en el caracol de agua dulce Potamopyrgus antipodarum.

El género Pomacea tiene gran importancia por diferentes razones que incluyen que es
un organismo apropiado como modelo para investigacién genética (Yamaura et al, 1997) y
experimentos en areas de cultivo (Garin ef al, 1996). Tiene un tiempo de vida corto, desova
un alto nimero de huevos, tiene una tasa de sobrevivencia arriba del 50% y una fécil
crianza, como ya se ha mencionado, por lo que tambien resulta una especie atractiva para su
crianza y explotacion. Por esto, es necesaria la evaluacién del estado del recurso que
muestre el origen y diversidad de clones a fin de poder desarrollar programas de cultivo
para un mejor aprovechamiento det mismo {Martinez, 1989).
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En el presente trabajo se realizaron estudios para caracterizar las diferencias
cariolégicas y electroforéticas entre poblaciones de organismos del género Pomacea,
distribuidos a lo largo del Sureste de México y de esta manera determinar el origen de su
diversidad.
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2.0 OBJETIVO GENERAL.

Conocer las diferencias cariol6gicas y electroforéticas de las especies P. flagellata y
P. patula catemacensis a lo largo de diversos municipios, del Sureste de México: Alvarado,
Tlacotalpan, Misantla y Catemaco, en el Estado de Veracruz; San Miguel y el Espino en
Tabasco y el Vapor en Campeche.

2.1 OBJETIVOS PARTICULARES:

a) Caracterizar los cariotipos de las especies taxonémicamente emparentadas del

género Pomacea procedentes de diferentes regiones del Sureste de México.
b) Determinacion de proteinas presentes en diferentes organismos a estudiar.

¢} Plantear alternativas que permitan resolver problemas taxondmicos para

poblaciones inter e intraespecificas

d) Con base en los puntos anteriores, buscar la explicacion sobre la diversidad y/o

similitud entre poblaciones dei género Pomacea en las diferentes areas de estudio.

23



3.0 MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1. Zonas de colecta

Los organismos estudiados, fueron colectados en diferentes municipios del Sureste de
México: en Catemaco, Tlacotalpan, Alvarado y Misantla en el Estado de Veracruz; en las
regiones de “El Espino” y San Miguel en el estado de Tabasco y en la laguna “El Vapor”
adyacente a la Laguna de Términos en el Estado de Campeche. Las regiones estan ubicadas
rodeando 1a Zona Costera del Golfo de México (Figuras 4A, 4B, 5A, 5B, y 6) (Cartas
topograficas del S.C.T., 1993). En Misantla se tomaron tres muestras diferentes, en la
desembocadura al mar ( muestra a), en la parte media (muestra b) y la parte inicial del Rio
Misantla (inuestra c).

Las zonas de colecta presentan un litoral poco elevado, con dreas poco profundas,
aguas claras con salinidades alrededor de 2.0 a 5.0 ppm, 26°C de temperatura y pH 7.5.

3.1.2. Mantenimiento de los organismes.

Los organismos seleccionados y colectados fueron transportados vivos al laboratorio
de Limnologia del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la UNAM, México, D.F.
Un lote de organismos adultos fueron disectados y congelados inmediatamente er un
ultracongelador Forma Scientific a -30 °C hasta su andlisis. Otro lote de organismos
representantes de las diversas regiones, fueron clasificados y colocados en acuarios bajo
condiciones controladas de filtracion, oxigenacién, salinidad, temperatura y se alimentaron
con Valisneria sp.

La identificacion de los organismos fué realizada en el Laboratorio de Malacologia
del Instituto de Ciencias del Mar y Limnotogia de la UNAM.

3.2 TECNICAS CITOGENETICAS

3.2.1 Obtencién de cromiosomas

En la obtencion de cromosomas, es recomendable utilizar tejidos con un crecimiento
relativamente rdpido, ya que presentan con mas frecuencia células mitéticas en division,
-con la finalidad de realizar comparaciones especificas (Goldman er al, 1980; Mamaeva,
1998), tal es el caso del tejido branquial en moluscos de la clase gastropoda. Por lo
anteriormente citado, se eligié este tejido para trabajar en el presente estudio.

Con el fin de detener ia division celular en metafase, 45 minutos antes de sacrificar a
los moluscos se les aplicé una inyeccién de colchicina al 0.04% en una proporcion de un
mililitro por cada 50 g de peso del organismo. Procesandose 5 individuos por cada area de
estudio.
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Para evaluar el complemento haploide, muestras de tejido gonadico aproximadamente
3 mm. en fresco fueron extraidas y preparadas con la técnica de aplaston y tincion de orceina
acética al 2%, observandolas bajo el microscopio, seglin el criterio utiizado por Griffin y
col. 1997, para determinar el nimero cromosdmico haploide (n). Por otro lado, se realizé
la extraccion de tejido branquial, y se colocod en cajas petri conteniendo una solucidn
hipoténica de KC! 0.075M, el tejido fué disectado y cortado en fragmentos de
aproximadamente 3mm. y se dejo reposar por 2 hrs, Posteriormente fue macerado y
centrifugado durante 10 min. a 1500 r.p.m., al precipitado se le agregd una solucion fijadora
(metanol acido acético 3:1). Este procéso fue repetido tres veces, con un tiempo de
centrifugacion de 5 min. cada uno, conservandose a 4°C por 24 horas, cinco individuos por
cada region en estudio fueron procesados segtn la técnica de Kligerman y Bloom (1977), asi
como ciertos criterios tomados en cuenta de Coullin y Pellestor, (1997), bajo el principio
celular, con algunas modificaciones que consistieron en tratar a las células con acido acético
glacial al 60% como posfijacién y hacer las preparaciones a 50°C.

Para la elaboracion de las preparacciones, el precipitado fué resuspendido, se
colocaron 3 gotas por portaobjetos dejandose secar por 24 h al aire para su posterior tincion
con el colorante Giemsa (Sigma) en buffer de fosfatos pH 6.4, Se lavaron con agua destilada
, se aclararon y montaron' con Xilo! y Balsamo de Canada. Se realizaron 5 preparaciones
por organismo.

3.2.2. Identificacion de cariotipos

Las muestras de cromosomas fueron observadas, seleccionadas y fotografiadas en un
fotomicroscopio de contraste de fases Zeiss, juegos cromosomicos con la calidad requerida
para ser evaluados estadisticamente, fueron representados en ideogramas, segun los criterios
propuestos por Al Aish (1969) y Levan ef af 1964 (Tabla i), e interpretados bajo un punto
de vista multivariado (Tabla XII y XIll, de acuerdo a la posicion del centrémero y
comparacion de longitudes relativas promedio por mil, expresadas en pares cromosomicos
para cada poblacion en estudio, eligiendo 13 metafases representativas de la especie
Pomacea patula catemacensis procedente de la Laguna de Catemaco, en el Estado de
Veracruz y 52 metafases representativas de la especie Pomacea flageliata, procedentes de
Alvarado (5), Tlacotalpan (5), Misantla a (4), Misantla b (5) y Misantla ¢ (4), en el Estado
de Veracruz. San Miguel (6) El Espino (13) en el Estado de Tabasco, y El Vapor (10) en el
Estado de Campeche, México.

P=brazo corto P+Q= longitud total de cromosoma

Q= brazo largo Diferencia=_lU(relacion de brazos-1)
(relacion de brazos+1)

P + Q. (1000} Longitud Relativa

longitud del complemento
cromosomice lotal\

Q = relacion de brazos

Suma P+Q= liongitud del complemento P

1.C .= indice centromérico= (P/P+Q}100
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Tabla I. Clasificacion de los cromosomas de acuerdo a la posicion del centromero (Levan et

al., 1964).
Indice Diferencia proporcion de Clasificacion
Centromeériceo brazos
47.5-37.5 0-2.5 1.0-1.67 Metacéntrico (m)
37.5-25 2.5-5.0 1.67-3.0 Submetacéntrico (sm)
25-12.5 5.0-7.5 3.0-7.0 . Subtelocéntrico (st)
12.5-2.5 7.5-10.0 7.0-00 Telocéntrico (t)

Cabe sefialar que con respecto a los cromosomas telocéntricos, algunos autores los
sitian como acrocéntricds, puesto que consideran que el segundo brazo esta siempre
presente, aungue su tamaiio sea menor al limite de resolucion del microscopio, por lo que en
realidad, los cromosomas telocéntricos, son acrocéntricos. (Datlington, 1936; Rhoades,
1940, White, 1954, 1968, Uribe ef al/ 1996, Mamaeva, 1998).

3.3 METODOS ELECTROFORETICOS.

3.3.1. Preparacion de muestras.

Los caracoles colectados en cada una de las localidades, se disectaron con la finalidad
de retirar fa concha de la parte anatomica interna, esta ultima se maceré en un
homogenizador Ultraturax con un amortiguador Tris-HCI 0.05 M, pH 8, a intervalos cortos
de un minuto, hasta 7 minutos, cuidando el mantener la muestra en frio (4°C) para evitar la
desnaturalizacion de las proteinas. Después de homogenizar cada muestra se tuvo mucho
cuidado de lavar perfectamente el material para evitar la contaminacion de las muestras de
una localidad con las de otra, este cuidado se mantuvo durante todo el manejo de las
muestras. Posteriormente, cada extracto se centrifugd a 30,000 g a 4°C por 30 min. en una
centrifuga Beckman, modelo J2-21 y el sobrenadante se dializo con amortiguador Tris-HCI
pH 8 por 9 h en un sistema de dialisis continua (Arreguin, 1968).

3.3.2. Cuantificacion de proteina.

Una vez dializadas las muestras, se cuantifico el contenido de proteina en cada
extracto y estos se concentraron segin fué necesario para tener la misma concentracion en
todos, esto con el fin de poder realizar estudios comparativos. Para dicha cuantificacion se
utilizd el método de Smith ef al. (1985), el cual emplea el reactivo acido biciconimico
(BCA) (Protein Assay 'Reagent), que es altamente sensible en la determinacion
espectrofotométrica de la concentracion de proteina en soluciones acuosas. Este sistema de
reactivos combina la reaccion de proteinas con Cu’? en un medio alcalino (Produciendo
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Cu'"), con un reactivo altamente selectivo y sensible de deteccion para Cu'' llamado acido
bicinconinico (BCA).El color purpura del producto de la reaccion es formado por la
interaccion de dos moléculas de BCA con un ion cuproso (Cu''), que es soluble en agua y
exhibe una fuerte absorbencia a 562 nm.

La cantidad de proteina contenida en la muestra, se determina interpolando el dato de
absorbencia en una curva tipo elaborada con albumina de bovino a diferentes
concentraciones

3.3.3. Punto isoeléctrico.

IEF (enfoque isoeléctrico) es una técnica de alta resolucion empleada para separar
proteinas en base a su punto isoeléctrico. Esto fue realizado con un equipo Phast System, es
una técnica rapida y reproducible que toma aproximadamente 30 minutos en correr bajo
condiciones exactas y programadas, de facil lectura, que no requiere amortiguador de
separacion.

Placas PhastGel IEF con un gradiante de pH de 3-9, son particularmente utiles en el
analisis de muestras de proteina, en sus diversas modalidades, como analizar mezclas,
monitorear purificaciones; analizando el avance dentro de una reaccion especifica, entre
otras; razon por la cual, se eligio el uso de este sistema para el analisis de las muetras dentro
del presente estudio.

Fueron utilizadas microplacas (0.35 X 0.43 X 50 mm.) con un gradiante de pH 3-9
con un equipo Phast System de Pharmacia. Para la obtencion de la curva de calibracion,
fueron procesadas proteinas con puntos isoélectricos conocidos en un intervalo de 3 a 9
(Pharmacia electrophoresis calibration kit). La posicion de las bandas fueron leidas en un
densitometro taser LKB 2202 Ultro Scan.

3.3.4. Peso molecular.

Native-PAGE (electroforésis en geles de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes o nativas) es una de las técnicas mas exactas para estudiar la composicion
y estructura de las proteinas nativas; ya que tanto la conformacion como la actividad
biologica de las proteinas generalmente permanece intacta. Con esta técnica, los
componentes de la mezcla proteica son separados en base a su tamafio, carga neta y
conformacion molecular, Native-PAGE es también Gtil para estimar el peso molecular de
proteinas en su estado nativo. La eleccion de geles homogéneos o de gradiante depende de
la complejidad bioquimica de la muestra, y por las caracteristicas que presentd las muestras
de analisis, se eligieron geles homogéneos con 20% de concentracion de pohacrilamida.

Por lo anterior, se determiné por electroforésis en microgeles homogéneos de
potiacrilamida al 20% (45 x 43 x 50 mm) a 500 volts. 10 mA voltaje creciente y 15°C,

Para obtener la curva de calibracion se emplearon patrones con pesos moleculares
conocidos desde 14,400 hasta 94,000 daltones (Pharmacia electrophoresis calibration kit).
El procedimiento para fijar, tefiir y desteiir fue el reportado por Neuhoff ef al., (1985). ‘La
posicion de las bandas fue leida en un densitometro Jaser LKB 2202 Ultro Scan.
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4.0 RESULTADOS

4.1. ESTUDIOS CITOGENETICOS

Se procesaron 5 organismos, considerando 13 campos mitdticos de cada una de las
localidades estudiadas y se observaron alrededor de 20 metafases por region, de las que se
seleccionaron los campos mitdticos de la calidad requerida (campos mitéticos completos en
numero cromosomico, cromosomas no encimados, contraidos ni espiralizados
excesivamente). Se encontro que el nimero cromosomico 2n es de 26 y se corroboraron
n=13 por medio de un analisis de tejido gonadico.

La especie Pomacea patula catemacensis, mostrd un nimero fundamental de 52 con
la siguiente formula cromosomica: 9m + 4Sm de los cuales 2n= 26 en la fase diploide y un

= 13 para los haploides, observandose que todos son del tipo birrameo. Tomando en

consideracion el analisis propuesto por Levan ef al. (1964), se realizd la caracterizacion
cariologica de la especic. No fue hallada heteropicnosis negativa, ni heteromorfismo
cromosomico, por lo cual no se identifico la presencia de cromosomas sexual (Figuras 7, 8
y Tabla II).

La especie Pomacea flagellata presentd un nimero cromosomico de 2n=26 y un
nimero fundamental de 52, con una formula cromosémica 4M + Sm + 4Sm presentando 9
pares metacéntricos y 4 pares submetacéntricos, de donde se corroboré para la meiosis n=
13, encontrando que todos son del tipo birrameo, segiin la clasificacion propuesta por Levan
et al. (1964). Asi mismo, fué realizada la caracterizacion cariologica de la especie, sin
detectar heteropicnosis negativa (especifica en cromosoma sexual), ni heteromorfismo
cromosdmico, por lo que no se identifico fa presencia de algin cromosoma sexual. (Tablas
1t a X y figuras 9-13). Asi en la Tabla XI se muestran los valores comparativos entre pares
cromosomicos n=13, de las diferentes poblaciones de Pomacea flagellara y Pomacea
patula catemacensis, para las diferentes localidades en estudio.

En Jas Figuras {4 y 15, se ilustra para el género Pomacea una comparacion entre
maximos, minimos, promedios y desviacion estandard de la umdad relativa de cada caniotipo
representativo, expresada en unidades por mil “Longitudes Relativas”, asi como “Indices
Centroméricos”, este ultimo expresado en elementos cromosémicos por cien, ambos en
pares cromosomicos n=13, para las regiones Laguna de Catemaco, Misantla, Tlacotalpan,
Alvarado en el Estado de Veracruz, El Espino y San Miguel en el Estado de Tabasco y
Laguna El Vapor en el Estado de Campeche, donde no fueron detectadas diferencias
significativas.

De lo anterior, se presenta un analisis discriminante multivariado presentado por
unidad de cromosoma, donde se detecta una marcada relacion entre poblaciones;
presentandose claramente diferenciada la poblacién procedente del area de la Laguna de
Catemaco, en el Estado de Veracruz (Figs. 16a, 16b, 17, y 18).
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Pomacea flagellata (Alvarado) { A)

-
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Clasificacion de cromosomas

Pomacea flagellata (El Vapor} (B)

:m::.,.
EEL

pnltduon

Sm

Sm

Sm

Clasificacion de cromosomas

.
.

FIGURA 12.0 IDEOGRAMA DE Pomacea flagellata PROVENIENTE DE

A) ALVARADO B)EL VAPOR.
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L)

Tabla XI. Valores Comparativos entre pares de cromosomas n=13, de las diferentes
poblaciones de P. flagellata y P.patula catemacensis, para las diferentes localidades
en estudjo.

Localidad  metacen submeta- Longitud Relativa Indice

tricos.  centricos Centromérico

Catemaco 9 4 53.03 - 106.37 32.80-45.49
Alvarado 9 4 69.63 - 92.84 30.55 - 48.71
Tlacotalpan 9 4 65.28 - 99.16 32.01 -49.44
Misantia (a) 9 4 64.77 - 87.04 30.97 - 49.04
Misantla {b) 9 4 50.99 - 93.25 28.72 - 49.77
Misantla (c) 9 4 68.44 - 102.6 30.74 - 50.90
El Espino 9 4 69.31 - 95.05 31.11 - 50.00
San Miguel 9 4 08.22 - 99.41 30.6 - 48.90
El Vapor 9 4 68.60 - 93.55 30.30 - 49.36
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FIGURA 13.0 CARIOTIPOS REPRESENTATIVOS DE LA ESPECIE Pomacea flagellata.
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FIGURA 162 VALORES CANONICAS PARA INDICE CENTROMERICO
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FIGURA 17 A VALORES CANONICAS PARA PROPORCION DE BRAZOS ( BRAZO P)
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FIGURA 18.0 ANALISIS DISCRIMINANTE PARA VALORES DE PROPORCION DE BRAZOS (
BRAZO Q)
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4.2 ESTUDIOS ELECTROFORETICOS

4.2.1. Punte isoeléctrico.

Se realizaron corrimientos de enfoque isoeléctrico con muestras de organismos del
género Pomacea colectados en diferentes localidades considerando 5 muestras de cada
localidad. Para encontrar la concentracion de proteina més adecuada fueron probadas 5
concentractones (1.0, 1.5, 2.0, 3.0 y 5.0 mg/ml). La concentracion de 3 mg/mi fué la mas
apropiada con base en el numero de bandas y la intensidad de las mismas. Es decir, era
necesario buscar una concentracidn apropiada que permitiera detectar el mayor nimero de
bandas sin llegar a una saturacién del gel que impidiera la identificacion de las mismas. En
los patrones electroforéticos se observa que predominan las proteinas con punto isoeléctrico
acido. De hecho las proteinas mas abundantes tienen puntos isoeléctricos de 3.0, 3.5, 4.0,
5.0y 5.8 (bandas mas intensas). Las muestras tomadas de las diferentes regiones mostraron
gran semejanza en sus patrones electroforéticos, sin embargo, hay diferencias cuantitativas,
esto es, existe la misma proteina pero a una concentracion diferente lo que se puede apreciar
en la intensidad de las bandas. Los resultados fueron presentados en las Figuras 19, 20 y en
las Tablas X11 y XIII, asi como en fas Tablas XVIA -XVIB las similitudes en las bandas de
proteinas (Punto Isoeléctrico) en las diferentes regiones del Sureste de México.
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Punto isoeléctrico
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FIGURA 19.0 ENFOQUE ISOELECTRICO DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS A PARTIR DE

LOS ORGANISMOS DE LAS DOS ESPECIES DEL GENERO Pomacea EN DIFERENTES
REGIONES DEL ESTADO DE VERACRUZ. EL CARRIL

1) CORRESPONDE A PATRONES, 2) MISANTLA “c”, 3) MISANTLA “a”, 4) MISANTLA “b”, 5)
PATRONES, 6) ALVARADO, 7) TLACOTALPAN Y 8) CATEMACO.
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FIGURA 20.0 ENFOQUE ISOELECTRICO DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS A PARTIR DE

LOS ORGANISMOS COLECTADOS DEL GENERO, DE DIFERENTES REGIONES DEL
SURESTE MEXICANO. '

1) PATRONES, 2) "EL ESPINO” EN TABASCO, 3) “EL VAPOR” EN CAMPECHE, 4) CATEMACO
EN VERACRUZ, 5) PATRONES, 6) “SAN MIGUEL” EN TABASCO, 7) “EL ESPINO” Y 8)
CATEMACO.
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Tabla XI1. Punto isoeléctrico de las
proteinas  encontradas en los
extractos de Pomacea patula
catemacensis.

Banda Punto
isoeléctrico
1 7.0
pA 6.8
3 6.7
4 6.3
5 6.0
6 59
7 5.6
8 5.4
9 50
10 4.5
' 11 42
| 12 4.0
: 13 38
! 14 36
15 3.0

Tabla XIHI1. Punto isoeléctrico de las
proteinas encontradas en los extractos de

Pomacea flagellaia.
. Banda Punto isoeléctrico
] 7.6
2 6.6
3 6.4
4 6.3
5 6.2
6 6.2
7 6.9
3 5.6
9 54
10 5.0
11 4.8
12 4.5
13 4.1
14 3.8
15 3.6
16 35
17 3.1




Género  Punto Isoeléctrico

Pomacea
9.30 | 0 0 0 | 0 0 0
8.65 | 0 0 0 i 0 0 0
B.45 1 0 0 0 i 0 0 0
8.15 1 ] 0 0 1 0 0 0
7.35 1 -0 0 0 1 0 0 0
7.10 0 .0 0 0 0 0 0 1
7.00 0 0 0 0 0 0 0 1
6.88 ] 1 1 1 1 1 1 |
6.70 0 1 1 1 0 i 1 1
6.60 0 I 1 1 0 1 1 |
6.55 1 I | 1 1 ] 1 1
6.40 0 I | 1 0 i 1 1
5.90 0 1 1 | 0 1 1 1
5.85 1 1 1 1 1 1 1 1
5.20 1 1 1 1 1 1 1 1
5.00 0 i 1 1 0 1 1 1
4.58 1 1 1 1 1 I 1 1
3.80 0 A 1 1 0 | 1 1
3.50 1 1 1 1 1 1 1 1
3.10 0 1 1 1 0 i 1 1
3.00 0 1 1 1 0 1 1 1
LOCALIDADES 1 2 3 4 5 6 7 8
1 Bandas Patrén 5 Bandas Patrén
2 Misantla C 6 Alvarado
3 Misantla A 7 Tlacotalpan
4 Misantla B 8 Laguna de Catemaco
TABLA XVI A Datos correspondientes a Ia Figura 19

0 protefna ausente
i protefna presente
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Similitudes en las bandas de prdleinas (punto isoeléctrico) en diferentes regiones del Sureste de México.

Genero  Punto Isoeléctrico

Pomacea
9.30
8.65
8.45
3.15
7.35
7.10
7.00
6.85
6.70
6.60
6.55
6.40
5.9
5.85
5.20
5.00
4.58
31.50
3.50
0
.00

Localidades

TABLA XVI B

et e e e o e e e O Oy A S S o Y
ek b i Mm e e e ek e bk e e e O S D O O

DD m D o D e e DD e DD e OO e e e ek

1 2 3

1 Bandas Patrén

2 ' El Espino, Tabasco
3 El Vapor, Campeche
4 Laguna de Catemaco

Datos correspondientes a la Figura 20

. L T R A R S A — I T — T Y —

=TT - I e — A B — i — I — )

un

GO ~3 &N h

T I T I I — I — N — N ]
- e e e b e ot e DD R D S DO
el e L T R T T A - T e T e T e T -

Bandas Patrén

San Miguel, Tabasco
El Espino, Tabasco
Laguna de Caiemaco

0 proteina ausente
1 proteina presente
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4.2.2. Peso molecular.

1.0s homogenados obtenidos de los caracoles de cada zona muestreada se aplicaron en
geles de poliacrilamida nativos, este tipo de geles permiten la separacién de proteinas en
base a su tamafio, carga neta y conformacion (Phast Gel Pharmacia Biotech., native buffer
strips). Las mezclas protéicas se aplicaron en forma nativa en dichos geles, es decir, sin
condiciones desnaturalizantes y se les determind el peso molecular. Los resultados se
pueden observar en las Figuras 21, 22 y en las tablas XIV y XV, en donde se puede apreciar
que la mayor parte de las proteinas presentes en los extractos poseen un peso molecular
entre 40,000 y 130,000 daltones, siendo las mas abundantes las de pesos moleculares altos
(entre 120 y 130 Kd). Las muestras provenientes de Catemaco presentaron una banda
diferente que corresponde a 'un peso molecular de 93,000 Kd, la cual no se presentd en los
extractos de Pomacea flagellata, como lo ilustra las similitudes en las bandas de proteinas
{Peso Molecular) en diferentes regiones del Sureste de México, Tablas XVHA-XVIIB.
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FIGURA 21.0 ELECTROFORESIS NATIVA DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS A PARTIR DE

LOS ORGANISMOS COLECTADOS EN DIFERENTES REGIONES DEL ESTADO DE
VERACRUZ. EL CARRIL

1) CORRESPONDE A PATRONES, 2) MISANTLA “¢”, 3) MISANTLA “a”, 4) MISANTLA “b”,

5) PATRONES, 6) ALVARADO, 7) TLACOTALPAN Y 8) CATEMACO.
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FIGURA 22.0 ELECTROFORESIS NATIVA DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS A PARTIR DE
LOS ORGANISMOS COLECTADOS EN DIFERENTES REGIONES DEL SURESTE MEXICANO

1} PATRONES, 2) CATEMACO EN VERACRUZ, 3) “EL. VAPOR"” EN CAMPECHE,

4) “EL ESPINO” TABASCO, 5) PATRONES, 6) “SAN MIGUEL” EN TABASCO, 7} “EL VAPOR”
CAMPECHE Y 8) CATEMACO.
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Tabta XIV. Peso Molecular de las
proteinas encontradas en extractos de
Pomacea patula catemacensis.

Banda Peso Molecular

1 139000
| 2 129000
‘ 3 112000
; 4 93000
1 5 78000
| 6 67000

7 63000
i 8 50000
; 9 43000
| 10 34000
| 11 30000

12 16000
i 13 14000

Tabla XV. Peso Molecular de las proteinas
encontradas en extractos de Pomacea

flageliata

. Banda Peso molecular
1 140000

f 2 130000
3 112000
4 79000
5 65000
6 630600
7 50000
8 42000
9 34000
10 29500
11 16500
12 13000




Similitudes en las bandas de proteinas (Peso Molécular) en diferentes regiones del Sureste de México.

Género PM(Kda}

Pomacea
139.0 0 1 1 1 0 1 1 1
129.0 0 1 1 1 0 1 1 1
112.0 0 1 1 1 0 1 1 1
94.0 1 1 1 1 1 1 1 1
93.0 0 0 0 0 0 0 0 1
78.0 0 1 1 1 0 1 1 1
67.0 I 1 1 1 1 1 1 1
63.0 0 1 1 1 0 1 1 1
50.0 0 1 1 1 0 1 1 1
43.0 1 1 i 1 1 1 1 1
42,0 0 | I 1 1 0 i 1 1
30.0 1 1 1 1 1 1 1 1
20.1 1 1 1 1 1 1 1 I
16.0 0 1 1 1 0 1 1 1
14.4 1 1 1 1 i 1 1 1
13.0 1 1 1 1 0 i 1 1
LOCALIDADES 1 2 3 4 5 6 7 8
1 Bandas Patrén 5 Bandas Patrén
2 Misantia C 6 Alvarado
3 Misantla A 7 Tlacetalpan
4 Misantla B 8 Laguna de Catemaco
TABLA XVH A Datos correspondientes a la Figura 21
0 proteina ausente
1 proteina presente
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Similitudes en las bandas de protefnas (Peso Molecular) en diferentes regiones del Sureste de México.

Género  PM(Kda)

Pomacea
139.0
129.0
112.0
940
93.0
78.0
67.0
63.0
50.0
43.0
42.0
30.0
20.1
16.9
14.4
13.0

LOCALIDADES

TABLA XVII B

0 1 1
0 1 1
0 | !

i i i
0 1 0
0 1 1

1 1 1
0 1 1
0 1 1

1 1 1
0 1 1

1 1 1

1 1 1
0 1 1

1 1 1

1 1 1

1 2 3

1 Bandas Patrén

2 Laguna de Catemaco
3 El Vapor Campeche
4 El Espino Tabasco

Datos correspondientes a la Figura 22

O N T T e I I I ]

L

17

o8 3 & L

— e O e mm O o O e O e 2D

1 1

1 1

1 I

1 I

0 0

1 I

1 1

1 1

1 1

1 1

1 1

1 1

1 1

1 1

1 1

1 1

6 7
Bandas Patrén
San Miguel, Tabasco
El Vapor Campeche
Laguna de Catemaco
0 protelna ausente

1 proteina presente
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5.0 DISCUSION

Para el género Pomdcea, la existencia de variaciones morfologicas provocadas por el
medio ambiente, ha originado que los rasgos taxonomicos utilizados para la identificacion y
discriminacion entre especies del mismo género, puedan ser erréneas en cuanto a su
completa ubicacion taxonomica. Las especies Pomacea flagellata y Pomacea patula
catemacensis fueron clasificadas conforme a su conquiliologia (Rangel, 1984 y 1987; Crosse
y Fischer, 1890; Bequaert, 1957 y Baker, 1922). Sin embargo, este tipo de clasificacion es
subjetiva y poco precisa, ya que la morfologia de la concha esté directamente influenciada
por las condiciones del medio ambiente, de tal manera que diferentes formas no implican
necesariamente diferentes especies.

En ocasiones se ptésentan dificultades hacia la sistematica del género y/o especie,
principalmente entre especies estrechamente emparentadas. Por lo que es necesario el
manejo y uso de indicadores cuya estabilidad garantice la correcta clasificacion e
identificacion de los organismos: a) Rasgos anatomicos, tanto de morfologia interna como
morfologia externa, b) Diferenciacion y clasificacion de estadios larvarios, dentro de las
relaciones filogenéticas, c) Estudios sobre la arquitectura cromosomica y d) Analisis
detallado sobre la expresion molecular de los genes, tal es el caso de la quimiotaxonomia,
todo esto como herramientas de apoyo dentro de la taxonomia. En el presente estudio,
fueron empleados varios criterios citolégicos y electroforéticos para diferenciar las especies
y determinar la variabilidad entre ellas.

5.1 ESTUDIO CITOLOGICO

Un criterio citotaxondémico aporta elementos para la clasificacion y emparentamiento
fitogenético de fos organismos. En el presente estudio el nimero cromosémico encontrado
fué de: 2n=26 para la especie Pomacea patula catemacensis colectada en la Laguna de
Catemaco en el Estado. de Veracruz, con una formula cromosomica de 9 pares
mediocéntricos y 4 submietacéntricos, igualmente para la especie Pomacea flagellata
procedente de los Estados de Veracruz, Tabasco y Campeche del Sureste de Mexico, el
nimero cromosdmico encontrado fué de 2n=26, con una férmula cromosomica de 9 pares
mediocéntricos y 4 Submetacéntricos.

Enunciando algunos anélisis cromosémicos efectuados dentro del género Pomacea
procedentes de Sur América, como los reportados por Kawano, (1990} y Brand, (1990),
Pomacea sp. y Pomacea canaliculata respectivamente, presentan una formula cromosomica
de 9 mediocéntricos, 4 submeta;:entncos y un subtelocéntrico, ambos con una diferencia
fundamentai en el ltimo par. A este respecto White (1951), ha expresado que en
ocasiones, cambios como la desaparicion de un cromosoma en el caso de la evolucion, se
efectua en los pares de cromosomas mas pequefios y sugiere que entre mas pequefio es el
cromosoma, mas facil se incorpora a otro miembro del juego cromosémico; se ha descrito
poliploidia en moluscos anfibios y dulceacuicolas, sefialando multivalentes en la mitdsis
Barsiené, (1994) lo que nos lleva a la conclusion de que no existe un proceso evolutivo
Gnico, sosteniendo que ni siguiera existe un proceso evolutivo que explique la evolucion de
un taxon, como sugiere White (1968). Mayr, (1942) postulo que el aislamiento geografico
es el requisito previo para la aparicion de una nueva especie (interrupcion del flujo genético
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entre el grupo aislado y el resto de la poblacion), conocido como sistema de especiacion
alopatrica. .

De la importancia adquirida en este tipo de estudios, se han desarrollado diversos
analisis como la citogenética, que ayuda a la conformacion de un criterio; el cariologico
(comportamiento arquitecténico de los cromosomas), cuyos objetivos son el observar,
revisar y analizar los cariotipos de cada especie; lo que ha favorecido el entendimiento de las
causas por las que probablemente se haya dado un cierto reordenamiento cromosomico,
aportando elementos para enmarcar a la evolucion cariotipica entre especies.

Las especies mexicanas Pomacea patula catemacensis (Keb, 1986) y Pomacea
flagellata (Diupotex, 1992), presentan gran similitud dentro de la morfologia cromosémica
principalmente en la posicién del centromero, para P.p. catemacensis los primeros 9 pares
son mediocéntricos (m) y las 4 pares restantes son submetacéntricos (Sm), igualmente para
la especie [P. fageliata, 'lo que sugiere que se trata de dos poblaciones cercanas
citogenéticamente; a este. respecto White (1951, 1978) sefiala que los cariotipos con
relativo bajo nimero diploide y alto porcentaje de cromosomas metacéntricos, pertenecen a
cariotipos primitivos, mostrando una relativa estabitidad cromésomica, como lo muestran las
especies analizadas en el presente trabajo.

El criterio cromosomico con la evolucion y filogénia, sigue un patron donde hace .
referencia especialmente a los mecanismos que permiten la adaptacién de los cariotipos en el
evento evolutivo de las espécies, tales como modificaciones en el niimero cromosémico por
reordenamientos estructurales poliploidias, aneuploidias, modificaciones en los cromosomas
por inversiones, translocaciones, fusiones, fisiones, etc., que hacen modificar el nimero
diploide perdiendo o aurhentando fragmentos cromosdmicos (Sinnot er al., 1961),
implicando esto a su vez los mecanismos de expresion geénica; siendo interpretadas en
terminos de dinamica cariotipica interespecifica de las poblaciones en estudio; asi
encontramos dentro del género Pomacea, cariotipos comparativos, donde fué observado
que la especie P.p. catemacensis, presenta una formula cromosomica y cariotipos (Figs. 7,
8) semejantes a Ja especie Pomacea flageliata, (Fig. 13), principalmente entre los pares 10,
11, 12 y 13, como se observa en las Figuras 9, 10, 11 y 12.

En un analisis entre pares de longitudes de cromosomas de maximos / minimos y
desviacion estandar promedio, la especie Pomacea flagellaia manifiesta una armonia entre la
relacion Longitud Relativa (en pares cromosomicos), (Fig.14) y el Indice Centromérico (en
pares cromosdmicos), (Fig.15); ambos presentan similitudes entre las localidades de “El
Espino” y “San Miguel” en el Estado de Tabasco, para Misantla a, Misantia b y Misantla c,
Alvarado y Tlacotalpan en el Estado de Veracruz y “El Vapor” en el Estado de Campeche,
resultando de forma afin a los analisis realizados para Pomacea patula catemacensis, especie
nativa de la Laguna de Catemaco.

Respecto a los valores en Indice Centromérico, las poblaciones examinadas
procedentes de las regiones de “E! Espino” y “San Miguel”, se detecto diferenctas en los
pares cromosomicos 4, 5,6 'y 7 en un rango de 0.5 a 0.7 puntos sobre los valores para
Indice Centromérico (Fig. 15). :

La provincia “El Vapor” en el Estado de Campeche , enmarca una semejanza
comparativa con las regiones de Veracruz y Tabasco , lo que lleva a aceptar la teoria que se
trata de una sola especie Pomacea flagellata.
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Los resultados estadisticos son manifiestos en un analisis discriminante multivariado
Méndez y Rodriguez (1978), Méndez et al, (1994), a fin de comparar diferencias y
semejanzas regionales en base a los valores por unidad de cromosoma, para: Longitud
Relativa, Indice Centromérico, Proporcion de Brazos y Diferencia.

Referente al Indice Centromérico el analisis discriminante forma tres grupos, en un
Primer grupo se encuentra Tlacotalpan y Misantla b; en un Segundo grupo Catemaco, y en
un Tercer grupo el resto de las regiones analizadas; Alvarado, Misantla a, Misantla c, “El
Espino”, “San Miguel” y “El Vapor” (Fig 16 a)

Una interpretacion palpable a dichas observaciones es que Catemaco se diferencia
claramente del resto de las regiones analizadas, principalmente por los valores candnicos
bajos en Indice Centromérico del cromosoma 2 al 17, en comparacion con los restos del
grupo. En lo que se refiere al primer grupo Tlacotalpan y Misantla b, se separa del resto por
sus valores de Indice Centrbmenco altos 1.C. 4 al .C. 10 y sus valores bajos en 1.C. 3, 6,
9,12, .al 26

En cuanto a los valores para Longitud Relativa, se formaron cinco grupos, de los

cuales se detectan tres grupos principales, Catemaco claramente diferenciado con valores
altos paraL 3, L 5, L 6,L 9y L19; para la regién de Misantla a con valores altos de L 8,
L 15 L 18,y L 4 dentro de una canénica 1; asi mismo L 12, L 19, L 2},L23 y L 25
dentro de una canonica 2.
Asi tenemos para la region de Misantia b valores altos en L 8, L. 15, L 18, y L24 para una
candnical y L 4, L 15, L 18 y L 24 para una canonica 2. Un grupo mas con Tlacotalpan
y Misantia ¢, fueron detectados valores altosen L 4, L 15, L 18, y L24. Y el resto de las
regiones, se manifestaron en otro grupo presentando valores moderados en todas las
Longitudes Relativas (Fig. 16 b).

En relacién al analisis discriminante (que equivale a un andlisis de correlacion
canonica), con los valores de proporcion de brazos en brazo “P”, se forman de nuevo cinco
grupos, bien diferenciados del resto por la variable candnica 1, dlferencmndo claramente la
colecta procedente de la Laguna de Catemaco presentando valores bajos dentro de todos
tos valores, salvoP 1 y P2

La variable candnica 2 , forma los otros cuatro grupos ; Misantla a con valores altos
conP8, PI11,P17, y P21, para: Misantla ¢, con valores altosen P 8, P 11, P 15, P 17,
P19.P21, P23 y P25, asicomo P3, P5 P9 P12 P14 y P i8, cadaunoenun
grupo, Misantlab y Tlacotalpan en otro grupo, con valores intermedios. Finalmente en
un dltimo grupo, se presentan Alvarado, San Miguel, El Espino y Laguna El Vapor con
valores intermedios, un poco mayores para P4, P8 P 10, P 11, P 13, P 17, P2}, P 22 y
P24. (Figuras 17y 17 a).

Referente al brazo Q, se forman dos grupos bien diferenciados: nuevamente sobresale
la region de Laguna de Catemaco y el resto; es de resaltar que Catemaco, con valores bajos
deQ11.a.Q18 y de Q21..a..Q26. (Figuras 18y 18a).

En general en los planos discriminantes segun las regiones de colecta, muestran grupos
con diferencias poco significativas siendo de relevancia, una diferenciacion clara para la
poblacion procedente de la Laguna de Catemaco en el Estado de Veracruz.

En 1964, Pain basandose unicamente en analisis conquildgicos propone cuatro
subespecies dentro del género Pomacea; P. flagellata flagellata, distribuida desde México
hasta Colombia, P livescens (Reeve), distribuida en las regiones de Tabasco, Chiapas y Lago
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de Peten en Guatemala, P. erogata (Fisher y Crosse 1902), distribuida en algunas regiones
de Venezuela y Sureste de Veracruz, finalmente describe la subespecie P. dysoni (Hanley)
distribuida en Honduras.

En base a los criterios mencionados por Pain, (1964) asi como las diferencias y
semejanzas encontradas en los estudios cromosomicos dentro de una distincion multivariada
en poporcion de brazos P 'y Q, lo que lleva a la hipotesis de que realmente se trata de
subespecies, al menos dentro de la especie Pomacea flagellata, presentandose claramente
diferente ‘a la especie Pommacea patula catemacensis, entre los organismos estudiados
procedentes de diversas localidades del Sureste de México.

Respecto al analisis especifico de la especie Pomacea Patula catemacensis, originaria
de la Laguna de Catemaco en el Estado de Veracruz, puede detectarse una similitud entre el
indice centromérico y los pares cromosémicos analizados, para la especie Pomacea
Jlagellata, existe una refacion entre longitud relativa e indice centromérico, con tas muestras
analizadas procedentes de diversas localidades del Sureste de México, principalmente entre
los pares cromosomicos 7, 8, 9, 10, 11 12 y 13. Lo que podria suponer que se trata
realmente de una especie de origen derivado de poblaciones identificadas como Pomacea
flagellata. ‘

Observar, revisar y analizar los caritipos de cada especie ha favorecido el
entendimiento de las causas por las que probablemente se haya dado un cierto
reordenamiento cromosomico, lo que aporta elementos para enmarcar a la evolucion
cariotipica entre especies. La evolucion del cariotipo se realiza mediante aberraciones
cromosomicas, mientras que la estabilizacion de una alteracién cromosomica no determina
de inmediato el establecimiento de una nueva especie, sino que es necesario que ese grupo
de genes se aisle de otros similares. Asi definimos al polimorfismo, como un tipo de cambio
cromosomico, a nivel de posicion del centromero, este proceso, en muchos casos se da en
forma silvestre (Ayala y Kiger, 1984 y Ayala, 1975). La multiplicidad de conjuntos de genes
de una epecie brindaria una mejor adaptabilidad tanto a nuevos nichos ecologicos, como a
aquellos que ofrecen variabilidad periodica.

Estudios en gasteropodos pertenecientes a la familia Polygyridae, Husted y Burch
(1946), Inaba (1959) y Diupotex y Brabazkai (1992), encuentran nUmeros cromosomicos en
un intervalo de tres a cuatro pares de diferencia, mencionando que la variabilidad encontrada
en el cariotipo, podria représentar el polimorfismo en las primeras etapas del establecimiento
de reacomodos cromosomicos. Para este estudio en particular no se encontro una variacion
en el numero cromosémica, aunque en morfologia se detecta una diferencia en cuanto a la
posicion del centromero por lo que no se evidencia al menos a nivel de cariotipo un
polimorfismo 6 una poliploidia marcada. Segin Mayr (1969), citado por Uribe, (1977)
cualquier fendmeno que afecte a los rearreglos cromosomicos es relevante, y fendmenos
como el polimorfismo constituyen pasos evolutivos importantes que en ocasiones conducen
a las poblaciones hacia un aislamiento definitivo, que posteriormente se puede manifestar
como polimorfismo interespecifico lo que se ha definido como uno de los procesos
fundamentales de ia especiacion.

Por otro lado, el grado de diferenciacion morfologica, es el producto de una
discontinuidad genética, o sea una diversidad, como resultado del aislamiento de la
reproduccion , asi las poblaciones simpétricas indican un aislamiento en la reproduccion,
marcado como un punto' de referencia en la evolucion del estatus taxonomico entre
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poblaciones emparentadas, distinguiendo entre especies interespecificas e intraespecificas, lo
cual ha causado serias dificultades dentro de la literatura biologica y taxonomica. Asi, el
concepto de raza bioldgica cae dentro del término de “especies gemelas™ (Mayr, 1942), en
jos moluscos este fendmeno es frecuente, principalmente entre la familia Lymnaea, asi como
para el género Pisidium dentro de la clase gastropoda, originarios de aguas epicontinentales.
Lo anterior hace recordar que el Género Pomacea, también tiene un origen epicontinental,
lo que nos podria sugerir la existencia de subespecies.

En la actualidad se ha enfatizado que el analisis cromosomico de los organismos,
manifiesta las caracteristicas particulares de los mismos como especies que son, puesto que
los cromosomas son los representantes de las bases fisicas de la herencia, y es el material
genético quien brinda la capacidad de producir cambios hereditarios y por o mismo
transformaciones evolutivas (Ohno, 1970); en nuestro estudio para el género Pomacea
procedente del Sureste de México, no presenta diferencias relevantes, lo que podria hablar
hasta cierto punto de una estabilidad cariotipica al menos para las especie Pomacea
flagellata y Pomacea patula catemacensis. Por lo tanto, este tipo de estudio en
gasteropodos es de gran utilidad, en virtud de que aporta indicaciones taxonomicas que
constituyen la citotaxonomia, y ademas permite dilucidar mecanismos de dinamica
adaptativa (Mayr, 1969).

Analisis entre cariotipos, resultan determinantes en la determinacion de variabtlidad
genética y diversidad de clonas, los cuales son la materia prima para una manipulacion
génica, con aplicacion a la acuacuitura, que es una de las sugerencias a mediano y largo
plazo, con este tipo de estudios.

En el presente estudio, los analisis cromosomicos evidenciaron cariotipos muy
similares, sin detectar evidencias significativas entre las especies Pomacea patula
catemacensis y Pomacea flagellata, lo que nos lleva al planteamiento de otra perspectivas
de estudio, por ejemplo analisis bioquimicos tales como estudios electroforeticos, analisis de
puntos isoeléctricos y Peso Molecular, enfatizando que con ello se puede contar con analisis
mas precisos entre relaciones interespecificas e intraespecificas dentro del género en estudio.

Se ha descrito poliploidia en animales anfibios sefialando multivalentes en la meiosis, lo
que lleva a la conclusién que no existe un proceso evolutivo Unico, sosteniendo que ni
siquiera existe un proceso evolutivo que explique la evolucion de un taxon, como sugiere
White (1968). Mayr (1942), postulé que el aislamiento geografico es el requisito previo
para la aparicion de una nueva especie, (interrupcion del flujo génico entre el grupo aislado y
el resto de la poblacion ) conocido como sistema de especiacion alopatrica.

Analisis entre cariotipos, resultan determinantes en la deliminacion de variabilidad
génica y diversidad de clonas, los cuales son la materia prima para una manipulacion
génetica, con aplicacion en la acuacultura, precisamente esta es una de las sugerencias a
mediano vy largo plazo, con este tipo de estudios.

En el presente estudio, los andlisis cromosdmicos evidenciaron cariotipos muy
similares, entre las poblaciones pertenecientes a la especie Pomacea flagellata, mientras que
la especie Pomacea patula catemacensis, se encuentra claramente diferenciada, lo que nos
lleva al planteamiento de otra perspectivas de estudio, como el analisis bioquimicos tales
como electroforésis, analisis de puntos isoeléctricos y Peso molecular, enfatizando que con
ello se puede contar con estudios mas precisos, principalmente entre relaciones
interespecificas e intraespecificas dentro del género en estudio.
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5.2 ESTUDIOS ELECTROFORETICOS

5.2.1. Punto isoeléctrico

En las Figuras 16, 17 y Tablas XIl y XIIl, se observa que predominan las proteinas
con punto isoeléctrico acido. De hecho, las proteinas mas abundantes tienen puntos
isoeléctricos de 3.0, 3.5, 4.0, 5.0 y 5.8 (bandas mas intensas), esto explica el porque de la
gran precipitacién que habia cuando se hacia la extraccion de proteinas utilizando un
amortiguador con un pH menor, es decir se estaba acercando al punto isoeléctrico de la
mayoria de las proteinas por lo que estas estaban mas inestables y precipitaban, de ahi que
fuera la eleccion de un amortiguador con pH 8 para trabajar, ya que era el pH al cual el
mayor numero de proteinas estaba en forma soluble y estable. Las muestras tomadas de las
diferentes regiones mostraron mucha semejanza en sus patrones electroforéticos, sin
embargo, hay diferencias cuantitativas, las cuales fueron apreciadas en intensidad de las
bandas, en donde fué observado que si bien aparece la misma banda, la intensidad de esta no
es la misma. Los patrorlles electroforéticos (Figura 16) de las muestras obtenidas en
Veracruz (Catemaco, Tlacptalpan, Misantla y Alvarado) mostraron una mayor semejanza
entre si, tanto en el namero de bandas como en la intensidad de las mismas, sin embargo, en
las muestras obtenidas en Catemaco (Pomacea patula catemacensis ) se observa un menor
nimero de bandas que en' el resto de las muestras, entre los P1 6.87 y 7.33 (Pomacea
Sflagellata) como lo muestra la Tabla XVi A

Algo importante de notar es que en los patrones electroforéticos de las muestras
obtenidas en Misantla (Carriles 2, 3 y 4) se observa cierta semejanza, principaimente en
intensidad de coloracion que presentan las bandas, esto puede ser debido a variaciones en
temperatura, humedad, tipo de alimentacion y hasta fototactismo, reaccion que se presenta
principalmente en periodos de ovoposicion (Osorio, 1987). Ya que las muestras fueron
colectadas en diferentes zonas del propio rio Misantla, presentan una diferencia entre las
muestras colectadas cerca'del mar respecto a las colectas hacia la parte continental, estas
ultimas presentan similitudes con las colectadas en la Laguna de Catemaco, es decir ciertas
bandas fueron detectadas tenuamente. De esto se puede inferir que las condiciones
medioambientales y geograficas tienen influencia en la composicion bioguimica de los
organismos lo que puede ser un factor importante dentro de los mecanismos evolutivos y de
variabilidad. ,

Tomando una relacién entre similitud de bandas de proteinas para Punto Isoeléctrico
en diferentes regiones del Sureste de México, encontramos en primer lugar que son
detectadas en rangos de 3.5 a 7.35 (Figuras 16 y 17), mostrando por un lado que las
muestras analizadas son marcadamente acidas, y por otro que en todas las muestras
analizadas, presentan proteinas semejantes, como lo muestra los patrones electroforéticos
Tablas XV1 A - XVI B.

Por otro lado, analizando los patrones electroforéticos de las muestras colectadas en
“El Espino™ y San Miguel en el estado de Tabasco; en la Laguna “El Vapor™ en el Estado de
Campeche y Laguna de Catemaco en el Estado de Veracruz (Figura 17) se observé la misma
situacion ya descrita, en cuanto a semejanzas entre las diferentes lagunas con excepcion de la
Laguna de Catemaco P.1. 7.0- 7.10 que son diferentes como lo muestra la Tabla XVIB
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5.2.2 Peso molecular

Los resultados presentados en las Figuras 18, 19 y Tablas X1V y XV, muestran que la
mayor parte de las proteinas presentes en los extractos poseen un peso molecular entre
40,000 y 130,000, sin embargo, las mas abundantes tienen pesos moleculares altos (entre
120 y 130 Kd). En estos geles fué observada una alta semejanza entre las muestras de los
organismos procedentes de las diferentes localidades, principalmente entre los de
Tlacotalpan, Alvarado, Misantla, “El Espino”, San Miguel y en la Laguna “El Vapor”, tanto
en nimero de bandas como en intensidad de las mismas. Sin embargo, con respecto a las
muestras de Catemaco las diferencias son mayores. Estas dltimas, muestran ademaés una
banda diferente de un peso molecular de 93,000 kDa. Tablas XVII A y XVII B, la cual no
aparece en las muestras de las otras localidades. De esta manera, es posible considerar esta
banda como caracteristica exclusiva de esta especie y utilizarla para diferenciarla de otras
muy cercanas. Asi mismo, fué determinado un menor numero de bandas en las muestras de
esta localidad. Con base en lo anterior, fue posible diferenciar entre los organismos
pertenecientes a la especie: Pomacea patula catemacensis y Pomacea flagellata con ayuda
de técnicas electroforéticas. Ademas, considerando las semejanzas existentes entre los
organismos de Catemaco y los del resto de las regiones muestreadas, estableciendose una
relacion entre ellas considerando que e! origen de este clon podria ser originado en
Catemaco Veracruz y a 'partir de aqui, la diversificacion como consecuencia de las
condiciones geograficas y ambientales.

6.0 CONCLUSIONES

El critetio citotaxondmico ayuda a confirmar la clasificacion y emparentamiento
filogenético de los organismos en estudio, Pomacea patula catemacensis y Pomacea
flagellata. En este estudio el nimero cromosomico encontrado fué para ambas especies de:
2n=26, con una formula cromosomica de 9 pares metacéntricos + 4 pares submetacéntricos.

La poblacion procedente de ta Laguna de Catemaco presenta una banda de peso
molecular y punto isoeléctrico caracteristica y especifica en sus patrones electroforéticos de
peso molecular y punto isoeléctrico, la cual es diferente a las del resto de las poblaciones
estudiadas procedentes del Sureste de México, lo que probablemente ayudaria a establecer
que en realidad se trata de dos especies diferentes; asi mismo con una clara diferenciacion en
fa morfologia cromosémica.

Los resultados del presente estudio podrian proponer que el origen de estos clonas sea
entre poblaciones de la especie Pomacea flagellata y a partir de ésta, fue diversificandose
hasta constituir la especie Pomacea patula catemacensis, tat vez como producto de las
condiciones geograficas y ambientales.

Las muestras colectadas en diferentes zonas de Misantla, mostraron diferencias en sus
patrones electroforéticos dependiendo de que tan alejados estaban los organismos de la
costa, también diferencias: en morfologia cromosomica. De esto puede inferirse que las
condiciones del medio y las geograficas, tienen una marcada influencia en la composicion
bioquimica de los organismos y no tan marcada en la morfologia cromosdmica; pudiendo ser
un factor muy importante en los mecanismos evolutivos y de variabilidad.
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5.2.2 Peso molecular

Los resultados presentados en las Figuras 18, 19 y Tablas XIV y XV, muestran que la
mayor parte de las proteinas presentes en los extractos poseen un peso molecular entre
40,000 y 130,000, sin embargo, las mas abundantes tienen pesos moleculares altos (entre
120 y 130 Kd). En estos geles fué observada una alta semejanza entre las muestras de los
organismos procedentes de las diferentes localidades, principalmente entre los de
Tlacotalpan, Alvarado, Misantta, “El Espino™, San Miguel y en [a Laguna “El Vapor™, tanto
en numero de bandas como en intensidad de las mismas. Sin embargo, con respecto a las
muestras de Catemaco las diferencias son mayores. Estas Gltimas, muestran ademas una
banda diferente de un peso molecular de 93,000 kDa. Tablas XVII A y XVl B, la cual no
aparece en las muestras de las otras localidades. De esta manera, es posible considerar esta
banda como caracteristica exclusiva de esta especie y utilizarla para diferenciarla de otras
muy cercanas. Asi mismo, fué determinado un menor numero de bandas en las muestras de
esta localidad. Con base en lo anterior, fue posible diferenciar entre los organismos
pertenecientes a la especie Pomacea patula catemacensis y Pomacea flagellata con ayuda
de técnicas electroforéticas, Ademas, considerando las semejanzas existentes entre los
organismos de Catemaco y los del resto de las regiones muestreadas, estableciendose una
relacion entre ellas considerando que el origen de este clon podria ser originado en
Catemaco Veracruz y a .partir de aqui, la diversificacion como consecuencia de las
condiciones geograficas y ambientales.

6.0 CONCLUSIONES

El criterio citotaxoniémico ayuda a confirmar la clasificacion y emparentamiento
filogenético de los organismos en estudio, Pomacea patula catemacensis y Pomacea
Sflageliata. En este estudio el nimero cromosdmico encontrado fué para ambas especies de:
2n=26, con una formula cromosomica de 9 pares metacéntricos + 4 pares submetacéntricos.

La poblacion procedente de la Laguna de Catemaco presenta una banda de peso
molecular y punto isoeléctrico caracteristica y especifica en sus patrones electroforéticos de
peso molecular y punto isoeléctrico, la cual es diferente a las del resto de las poblaciones
estudiadas procedentes del Sureste de México, lo que probablemente ayudaria a establecer
que en realidad se trata de dos especies diferentes; asi mismo con una clara diferenciacion en
la morfotogia cromosdmica.

Los resultados del presente estudio podrian proponer que el origen de estos clonas sea
entre poblaciones de la especie Pomacea flagellata y a partir de ésta, fue diversificandose
hasta constituir la especie Pomacea patula catemacensis, tal vez como producto de las
condiciones geograficas y ambientales.

Las muestras colectadas en diferentes zonas de Misantla, mostraron diferencias en sus
patrones electroforéticos dependiendo de que tan alejados estaban los organismos de la
costa, también diferencias en morfologia cromosomica. De esto puede inferirse que las
condiciones de! medio y las geograficas, tienen una marcada influencia en la composicion
bioquimica de los organismos y no tan marcada en ta morfologia cromosomica, pudiendo ser
un factor muy importante en los mecanismos evolutivos y de variabilidad.
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Este tipo de estudio en gasteropodos es de gran utilidad, en virtud de ‘que aporta
indicaciones taxonomicas que constituyen la citotaxonomia y ademas permite dilucidar
mecanismos en dinimica adaptativa.

Como consecuencia de lo anteriormente citado, puede concluirse que las metodologias
citogenéticas, electroforéticas y de morfologfa cromosdmica; son herramientas Gtiles que
pueden auxiliar perfectamente al reconocimiento e identificacion de organismos acuaticos y
representan una linea ‘de investigacion poco explorada con grandes posibilidades de
proporcionar resultados satisfactorios y confiables, tanto en la distribucion e identificacion
de poblaciones (cuando se presentan dificultades en una ubicacion taxonomica precisa) asi
como un apropiado manejo-y explotacion de especies de importancia economica.

80



7.0 REFERENCIAS

Abbott. R.T., 1954 Meri¢an sea shells Van Nostrand. New York, 666p
Amaya L.R. y Godinez S_, 1994 Efecto de la densidad en Ja reproduccion y crecimiento del
tegogolo Pomacea sp, en estanque de concreto, Tesis Ingeniero Pesquero en Acuacultura.

Instituto Tecnolégico del Mar. Boca de Rio Veracruz.

Al-Aish, M., 1969. Human chromosome morphology studies on normal chromosome
characterization, classification and karyotyping. Can. .J. Gen. and Cytol. 11:370-381.

Arami RB., Rao MB., 1997 A result on 2X2 survival expertment Math. Biosci.
146(2).63-73 ‘

Arreguin, B. Y Taboada J|, 1968. Un aparato de dialisis continuo B. Instituto de Quimica
Universidad Nacional Autonoma de México. 20: 95-97

Ayala, F.J, 1974. Biological evolution: natural selection or random walk Am. Sci. 62:692-
701,

Avyala, F.J., 1975. Genetic diferentiation during the speciation process. Evol. Biol. 8:1-78.

Ayala, FJ. y Kiger, J.A.Jr., 1984. Genética Moderna: Ediciones Omega, S.A . Barcelona
836p. :

Baker, F., 1913. The land and freshwater mollusks of the standard Expedition Brazil Proc.
Acad. Nat. Sci. Philad. Philadelphia 65:3, 618-72.

Baker, HB., 1922. The mollusca collected by the University of Michigan walker expedition
in Southern Veracruz Mexico. Occ. P. Mus. Zool. Univ. Mich. 106:1- 62.

Baker H.B. 1930. The mollusca collected by the University of Michigan Williamson
expedition in Venezuela. Occ. Pap. Mus. Zool. Univ. Mich. Ann Arbor 210:1-95.

Baker, R. y 1.S. Ohno, 1967_ DNA values of four primitive chordates. Chromosome 23
(1):10-13, .

Barnes R.D., 1977. Zoologia de los invertebrados Tercera Edicion Interamericana. 826p.
Barsiené, J., 1994, Chromc;some set changes in molluscs from highly polluted habitats
Genetics and evolution of aquatic organisms.

Edited by AR. Beaumont- School of Ocean Sciences (University of Wales, Bangor UK
434-447

81



Bequaert, J.C., 1957. Land and freshwater of the Selva Lacandona, Chiapas, México. Buil.
Mus . Comp. Zool. 116: 204-227.

Bequaert, J.C. y Clench,, ;1933. The noon- marine mollusks of Yucatan. Pub. Carnagie
Institute Washigton. 431: 525-545,

Bettio D, Rizzi N., Giardino D., Persani L., Pecori-Giraldi F., Losa M., Larizza L. 1997.
Cytogenetic study of pituitary adenomas. Cancer Genet. Cytogenet. 15,98(2):130-136

Brand E.V. Yokosawa T. y Fujio Y., 1990. Chromosome analysis of apple snail Pomacea
canaliculata. Tohoku J. Agric.Res. 40:4 81-89

Burky, K. A. y Burky, AJ., 1977 Buoyancy changes as related to respiratory an amphibious
snail Pomacea urceus (Muller). Nantilus 91:1 97-104

Burch, B.J., 1967. Chromosoms of mollusks Proc. Symp.on Moll. II Mar Biol. Assoc. p
635-686 :

Burch, B.J. y Cruz, R, 1987. Clase genérica para la identificacion de gasteropodos de agua
dulce en México. Instituto de Biologia, UNAM, México. 8:42-48.

Caitas topograficas, 1993. Secretaria de comunicaciones y transportes, Coordinacion
General de Planeacion, apoyo geografico, cartas topograficas. Instituto Nacional de
Estadistica, Geografia e Informatica (IN.E.G.1.), S.T.C.

Carvatho, T. S., 1987. Observation on the morphology of Pomacea lineata (Mollusca-
Ampullariidae). Mem. Inst.'O. Cruz. 82 4: 56-570.

Castellanos, Z.J.A. y Femnandez D., 1976. La familia Ampullariidae en la Republica
Argentina in Ringuelet, R.A. Ed. Fauna de agua dulce de la Republica de Argentina Buenos
Aires FECIC 15 fasc.! p.33

Cazzaniga, Nestor J, 1987. Pomacea canaliculata (Lamark, 1801), en Catamarca
(Asgentina) y un comentario sobre Ampullaria catamarcensis Sowerby, 1874, (Gastropoda-

Ampullaridae) Heringia. Sér. Zool. 66: 43-63.

Cazzaniga, N.J., 1990. Sexual dimorphism in Pomacea canaliculata (Gastropoda-
Ampullariidae). Veliger 4:84 88.

Cazzaniga, N.J., 1990a Predation of Pomacea canaliculata (Ampullariidae) on adult
Biomphalaria peregrina (Planorbidae). Ann Trop. Med. Parasitol. Feb.; 84(1):97-100

Coullin P., Pellestor F. 1997 Rapid characterization of human chromosomes in hybrid cell
lines by primed in situ (PRINS) labeling. Somat Cell Mol. Genet. 23(2):159-163

82



Darlington, D.E., 1936. Crlossing over and its mechanical relationships in chortippus and
stauradarus. Journal of Genetics. 33:440-465.

De Haro, V.A., 1979. Atlas.de zoologia (Invertebrados) Edit. Jover. Barcelona, Espafia. 242
Diupotex C.M. y Babrakzai N., 1992. Estudios citoldgicos preeliminares en Triodopsis

fosteri (Baker,1920) Mollusca pulmonata. Ann. Inst. Cienc. Mar y Limnol. UNAM. 19 (1):
11-16.

Diupotex C.E.1993. Karyological analysis of Pomacea flagellata from Southeast of
Mexico. Western Society of the Malacologists Journal 25:1 5-7

Diupotex C.E., 1994 Kaxyplogical analysis and “G” bands of Pomacea flagellata from
southeast of Mexico. Western Society of the Malacologists Journal 26:1 5-7

Dobzhansky, T., 1966. La evolucion, la genética y el hombre E.U.D.E.B.A., Argentina 407

Dobzhansky, T.J.F. Ayala, G.L. Stebbins y J.W. Valentine. 1983. Evolucion Ediciones
Omega, S.A. Barcelona. 588

Dodson, E.O., 1963. Evohécic’m proceso y resultado. Editorial Omega, S.A. Barcelona 76-
114

Dybdahl, M.F., Lively, C.M., 1995. Diverse, endemic and polyphyletic clones in mixed
populations of a freshwater snail Pofamopyrgus antipodarim J Evol. Biol. 8.3 385-398

Elder J.F., Collins 1.3, 1991. Freshwater molluscs as indicators of bioavailability and
toxicity of metals in surface water systems. Rev. Environ. Contam. Toxicol 122,37-79

Estebenet, A.L. y Cazzaniga, N.J,, 1990. Effect of short-term exposure to copperon survival
of apple-snails in an integrated control program. Journal Aquatic Plant-Manage 28:2 10-
105.

Fisher, P.H. y Crosse, H., 1870-1902. Etudes sur les mollusques térrestres et fluviatiles du
Mexique et du Guatemala, Mission Scientifique au Mexique et dans I’ Amérique Centrale
No. 7 Recherches zoologiques, 1:-1-702, 2:1-731 Paris.

Fujio, Y., Brand, E. V. y Kobayashi, M., 1991. Apparent differential hatchabilities
associated with degrees of heterozygosity at leucine aminopeptidase isozyme foci in the
apple snail Pomacea canaliculata N.P.S. G. Bull. Jap. Soc. Sci.Fish. 57:1 459-461.

Gallo, G., 1990. El caracol. Edit. Mundi-Prensa, Madrid, Espafia. 179

Garin C.F., Heras H., Pollero RJ., 1996. Lipoproteins of the egg periviteltine fluid of
Pomacea canaliculata snails (Mollusca: Gastropoda) J. exp. Zool. 1;,276(5):307-314

83



Goldman M.A., LoVerde P.T., Chrisman C.L. 1980. Comparative karyology of the
freshwater snails Bulinus fropicus and B. natalensis. Can. J. Genet, Cytol. 22(3):361-367

Granter S.R., Fletcher J.A., Renshaw A A, 1997, Cytologic and cytogenetic analysis of
metanephric adenoma of the'kidney: a report of two cases. An. Journal Clin. Pathol.
108(5):544-549 |
Griffin D.K,, Millie E.A., Reline R W., Hassold T.)., Zaragoza M.V., 1997. Cytogenetic
analysis of spontaneous abortions: camparison of techniques and assessment of the incidence
of confined placental mosaicism. Am. J. Med. Genet. 31,72(3):297-301

Hasris, H., 1966. Enzime polymorphism in man. Proc. Roy. Soc. Ser. B. 164: 298-310.

Hubby, JL. y R.C. Lewontin, 1966. A molecular approach of the study of genetic
Heterozygosity in Natural Populations. 1. The Number of alleles in different loci.
Genetics 54:595-609.

Hogge W.A, Surti U, Kothmar S.J., Mowery- Rushton P. Cumbie K. 1996. Molecular
cytogenetics: an essential component of modern prenatal diagnosis. Am. J. Obstet.Gynecol

175(2):352-356 |

Husted L. y Burch P.R,, 1946. The chromosomes of Polygyridae snails Am. Nature, 80:
410-429 '

Inaba, A., 1959. Cytological studies in mollusks Il A. chromosome survey in the
Stymmatophoris pulmonata J. Sci. Hiroshima University 18:71-93

Inaba, A., 1961a. Chromosomes of some Opisthobranch (in japanese) Zasshi, 70 1/2:24

Inaba,A., i96tb. Cytotaxonomy of the euthneuran gastropods. Verus Japan J. Malacol
24:4 402-413p. ‘

Jackson, R.C., 1971. The karyotype in systematics Ann. Rev. of Ecol. and System. 2: 327-
368. '

Johnson, FM.,, C.G. Canalpi, RH. Richasdson, M.R. Wheeler y W.S. Stone., 1966. An
analysis of polymorphisms among isozyme loci in dark and light Drosophila
ananassesirains from America and Western Samoa. Proc. Nat. Acad. Sci U.S.A.56:
119- 125.

Kawano T., Gomez L.C. y M A. Correa F., 1990. Chromosomes of Pomacea sp (Perry,
1811) (Mesogastropoda- Mollusca) Rev. Brasil Journal. Genet. 13:4 675-685.

Kligerman, A.D. y S.E. Bloom., 1977. Rapid chromosome preparations from solid tissues of
fishes. Journal Fish. Res. Board Can.34 266-269.

&84



Levan, AK., A. Fredga y Sandberg, A., 1964. Nomenclature for Chromosomic Position on
Chromosomes Hereditas 52 201-220.

Lewontin, R.C., 1966. A moiecular approach of the study of genetic heterozygocity in
natural populations . Il amount of variation degree of heterozygosity in natural populations
of Drosophila pseudoscura’ Genetics 54 577-594.

Mamaeva S E. 1998, Karyotyplc evolution of cells in culture: a new concept /nt.Rev. Cytol.
178:1-40

Meéndez 1. Y Rodriguez S., 1978. Dos ejemplos de aplicacion de analisis discriminante en
medicina. Serie Naranjai Investigaciones 9 (179). Instituto de Investigacionesen
Matematicas aplicadas y en,Sistemas UN.AM.

Méndez 1., Posadas A, Mundo E., y Marin S, 1994. Anélisis de experimentos con
observaciones repetidas. 'Un ejemplo farmacologico. [Instituto de Investigaciones en
Matematicas Aplicadas y en Sistemas UNAM 4(13), 21p.

Mark F. Dybdaht y Curtis M. Lively, 1995. Diverse endemic and polyphyletic clones in
mixed populations of a freshwater snail (Potamopyrgus antipodarum ) Jowrnal Evol. Biol.
8:385-398.

Martin, S M., 1984 Contribucion al conocimiento de la biologia de la familia Ampullariidae
(Mollusca- Gastrépoda) en el Rio de la Plata. Doctoral disertation No. 431 Facuitad de
Ciencias Naturales y Museo, Universidad Nacional de la Plata, La Plata 149.

Mastinez G.T., 1989. Contribucion estudio y cuitivo del caracol de agua dulce Pomacea
patula (Mesogastropoda—Ampul!arudae) Secretaria de Educacion Publica. Instituto
Tecnologico del Mar. Boca del Rio Veracruz. reporte técnico pesquero, oficio 342 58.

Mayr E., 1942. Systematics and the origin of species New York. Columbia University Press
334 .

Mayr E., 1969. Especies ammales y evolucion. Universidad de Chile y Ediciones Ariet S.A.
Espaiia 808 ,

Milward-de-Andrade, R., 1981 Desiccation resistence of Pomacea haustrum(Reeve, 1856)
from Dampulha Lake Beio Horizonte, MG (Brazil) (Mollusca- Pilidae). Rev. Brasil- Biol.
41:1 215-221.

Mizuno J., Takeda N. 1988 Phylogenetic study of the arginine-vasotocin/arginine-

vasopressin-like immunoreactive system in invertebrates.  Coparative Biochemical
Physiology A, 91(4):739-747

85



Nakamura, HK., 1986 Chromosomes of Archaeogastropoda (Mollusca: Prosobranchia)

with some remarks on their cytotaxonomy and phylogeny. Publ. Seto Mar. Biol. Lab. 31,
191-207.

‘Naranjo G.E., 1986. Algunas consideraciones sobre el género Pomacea (Gastropoda
Pilidae) en México y Centroamérica. Amn. Inst. Biol. Univ. Nac. Auton. de Mex. 56 Ser.
Zool. 2 603-606.

Neuhoff, V., Stamm, R. y Eibl, H., 1985. Clear background and highly sensitive protein
staining with coomassie . blue dyes in polyacrylamide gels: A systematic analysis.
Electrophoresis 6, 427-448,

Ocampo R. E., 1978. Estudios citogenéticos en Crassosfrea virginica Tesis de Licenciatura
Facultad de Ciencias Univ. Nac. Auton. de México 33

Ohno, S., 1970. Evolution, by gene duplication springer Verlag, New York Inc. USA 41-
46 92- 97

Oliveira F. W, Chavante S'F., Santos E.A., Dietrich C.P., Nader H.B., 1994, Appearance
and fate of a beta galactanase alpha, beta*galactomdases heparan sulfate and chondroitin

sulfate degrading enzimes during embryonic development of the mollusc Ponacea sp.
Biochim Biophys Acta 18;1200(3):241-246

Osorio S.M., 1987. Aspector reproductivos del caracol de agua dulce Pomacea pafula
catemacensis, con observaciones en laboratorio y campo. Tesis de Licenciatura en Biologia

Universidad Veracruzana.

Pain T. y Arias S.C., 1958. Descripcion de una especie de Pomcea de Venezuela. Noved.
Cient. Mus. Hist. Nat. La Salle, Serie Zoologica. Caracas 24 5-11 pl.1-2

Pain T., 1964. The Pomacea flagellata, complex in Central America. Jowrnal Conch.
London 25.6 224-31.

Patterson, C.M., 1966. Chromosome numbers and systematics in Streptoneuran snails.
Malacologia, 5:1 377-39.

Patterson, C.M., 1969. Chromosomes of mollusks. Proc. Symp. on Moll. 1I, Mar. Biol.
Assoc. India, 1968. 635-686.

Patterson, C.M. y Burch, J.B., 1978. Chromosomes of pulmonate mollusks. In Puimonata
2A., Fretter, V. and Peake, J., eds., Academic Press 171-217.

Pilsbry, H.A., 1927. Revision of the Ampullaniidae of Jamaica and Cuba. Proc. Acad.Nat.
Sci. Philad. Philadelphia, 79: 247-253.

86



Rangel, L.J., 1984. Estudio taxondmico de algunos gasteropodos dulceacuicolas de la
region de los Tuxtlas, Veracruz, México. Tesis Profesional Facultad de Ciencias UNAM 69.

Rangel, Ruiz R}, 1987 Estudio Morfologico de Pomacea flagellata (Say, 1827).
(Gastropoda- Ampullariidae) y algunas consideraciones sobre su taxonomia y distribucién
geografica en México. An. Inst. Biol. Univ. NI Auton. Mex. Zool. 58 (1987) Ser. Zool.
1:21- 34 p. 15-VII-1988

Rhoades, M, M., 1940. Studies of telocentric chromosome in maize with reference to the
stability of its centromeres. Genetics 25:483- 520.

Riley, R., 1977. The evolution of karyotypes- An Introduction. Chromosome .6 119- 120,

Saez, F.A. y Cardoso, H.,: 1978. Citogenética basica y biologia de los cromosomas Eva V.
Chesnau, Washington 124,

Sautto, L., 1983, Estudios prefiminares para introducir al cultivo del caracol dulceacuicola
Pomacea flagellata CINCESTAV, Mérida, éxico. Comunicacion interna.

Sautto, L., 1983. Influencia de la dereza en el cultivo de Pomacea flagellata 11 Congreso de
Acuacultura IMAC 88. Xalapa Ver. México. 5-9 Dic.

-Scholmick D.A., Snyder GK, Spell AR, 1994. Acid base status of a pulmonate land snail
(Helix aspersa), and a prosobranch amphibius snail (Pomacea bridgesi) during dormancy.
Journal Exp. Zool. 15;268(4):293-298

Selander, RK. y Kaufman., 1973. Genetic variability and strategies of adaptation in animals.
Proc. Natl, Acad. Sci. USA. 70 1875- 1877.

Sinnot, E-W., L.C. Dunn y T. Dobzhansky., 1961, Principios de genética. Editorial Omega,
S.A. Barcelona, Espafia 378.

Smith, A.C., 1988, lndireét tissue electrophoresis: 2 new method for analyzing solid tissue
protein. Com. Biochem. Physiol., B 90B:4, 791-794.

Smith, P.K.., Krohn, R.L, Hermanson, G.T., Mallia, A K., Garther, F.H., Provenzano, M.D,
Fujimoto, E.K., Goeke, N.M., Olson, B.J.y Klenk, D.C., 1985. Measure of protein using
bicinchoninic acid. Anal. Biochem. 150: 76- 85.

Stuardo, G., 1964. Contribucién a un catalogo de moluscos gasterdpodos chilenos de agua
dulce. “Gayana” Instituto Central de Biologia No. 1 Universidad Concepcion, Chile, 17.

Suzuki, T., Hara A., Yamaguchik and Mori, K., 1992. Purification and immunolocalization

of a vitellin like protein from the pacific oyster Crassostrea gigas
Marine Biology 113. 239-245

87



Teles H.M., Leite R.P. , Rodrigues F.L., 1991. Lymnitic molluscs from Alto Araguaia area.
Rev. Saude Publica 25(3):179-183

Tharapel S.A., Dev V.G., 1997. Direct karyotyping of unstimulated newborn blood: a
rapid diagnostic method for the clinical management of critically ill newborns. Am. .J. Med.
Genetic 31,72(3):351-353

Thiriot, Q.C., 1994, Advances in cytogenetics of aquatic organisms.
Genetics and evolution of: aquatic organisms. Beaumont, AR, (Ed). School of Ocean
Sciences {University of Wales, Bangor UK)  369-388

Tomkins J., Fox M. Lovegrove J.U., Parrington J., Hopkinson D.A,, Whitehouse D.B.,
1997.  Molecular and cytological investigations of phosphoglucomutase (PGMI)in the
K562 cell line. Ann. Hum. Genet. 61(Pt 2):99-108.

Tsurusaki, N, Nakano, S. and Katakura, H. 1993. Karyotypic differentiation in the
phytophagous ladybird beetles Epilachna vigintioctomaculata complex and its possible
relevance to the reproductive isolation with a note on supernumerary and chromosomes
found in E. pustulosa Zoological Science 10:997-1015 '

Tullner, H.U. 1979. Statocyst controlled orientation in the Prosobranch Gastropod Pomacea
paludosa. Zool. J. and Physiol. 8:1 1- 20

Uribe, AM., 1977. Estudios citogenéticos en algunas especies de roedores y lagomorfos de
México. Tesis Doctoral Facultad de Ciencias Universidad Nacional Autéonoma de México
Meéxico, Distrito Federal 169,

Uribe, A. M., Rodriguez R. and Laguarda F. A, 1977. Cytogenetic contribution to the
taxonomy of the volcano mouse Neotomodon alstoni (Cricetidae:Rodentia) An. Inst. Biol.
Univ. Nac. Aut. de México; 48, Ser. Biol. Exp. (1): 45-56

Uribe, A.M. y Ramirez E.A., 1989. Comparacion citogenética entre ias especies del género
Dormitator (Pisces:Gobiidae). An. Inst. Cienc. del Mar y Limnol. Univ. Nac. Aut. de
Mexico, 16(1): 75-80

Uribe A.M., Valdés N.M,, Diaz, J.P., Hornelas, O.Y.y Arenas V.F., 1996. Comparacion de
los cariotipos de las poblaciones central y surefia de la anchoveta Engraulis mordax, Girald
1854 (Engraulidae:Pisces)

Ciencias Marinas 22(3):16

Van der Zee A., Mooi F., Van Embden J., Musser }., 1997. Motlecular evolution and host

adaptation of Bordetella sp: phylogenetic analysis using multilocus enzime electrophoresis
and typing with three insertion sequences. Journal Bacteriological 179(21).6609-6617

88



Werner C A, Dohner H., Barth T F | Stilgenbauer S., Plesch A., Lichter P., Bentz M. 1998
Molecuiar cytogenetic analysis of low-grade B-cell neoplasias: a comparative genomic
hybridation study. Recent Results Cancer Res. 144:53-60

White, M. J. D., 1951. Citologia animal y evolucién Espafia Calpe Argentina, S.A.
Argentina. ; .11-27, 81-107 y 179-269.

White, M.J.D., 1954. Animal cytology and evolution Cambridge Univ. Press London 188,
White, M.J.D., 1968. Models of speciation Science 159: 1065-1070.

White, M.J.D., 1978. Chain prosesses in chromosomal speciation. Systematic Zoology
27:17- 26.

Yamaura 1, Koga T, Matsumoto T, Kato T., 1997. Purification and some propierties of
endo-1.4-beta-D-xylanase from a fresh-water mollusc. Pomacea insularus (de Ordigny).

Biosci Biotechnol. Biochem. apr.;615-620

Yam Keb E., 1986. Analisis cariologico de la especie Pomacea Patula catemacensis (Baker,
1922) Tesis de licenciatara Facultad de Ciencias Univ. Nac. Auton. de Mex. 29p.

Zulma J.A.C., 1994, Los iﬁvertebrados Tomo Il Primera parte. Moluscos los celomados
(excluido artropodos) J.E. Uriburu Buenos Aires Argentina. 206p.

89



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Anatomia de un prosobranquio (Barnes, 1977)...............cccooi 14
Figura 2. lIdentificacion de las especies del género Pomacea analizadas.......................... 19
Figura 3. Morfologia de la concha de Pomacea flagellata (Say, 1827)......................... 20
Figura 4. Localizacion geogréafica de las zonas de muestreo en el Estado de Veracruz

AYRIOMISANIA. ...t et 25
| B) Alvarado, Tlacotalpan y Laguna de Catemaco.................cocoocorvieoneiiinnn. 26
Figura 5. Zonas de colecta en el Estado de Tabasco

AY "ELESPHIO™ ... oo eeeeee e eeeees oo es e 27

By San Miguel.. /..o 28
Figura 6. Localizacion de la Laguna "El Vapor” en el Estado de Campeche................... 29
Figura 7. ldeograma de Pomacea PAIUIA CALEMACENSIS. ...t s 34

Figura 8. Citogenética del caracol Pomacea patula catemacensis

A) Cariotipo B) MIOSIS. ..ottt 36
Figura 9. Ideograma de Pomacea flagellata proveniente de

A) "El Espino” B) San Miguel.............cooiiii e 37
Figura 10. Ideograma de Pomacea flagellata proveniente de Misantla a y Misantlab.......... 40

Figura 11. 1deograma de Fomacea flageliata proveniente de Misantla ¢ y Tlacotalpan
en el Estado de Veracruz...............cc oot 43

Figura 12. 1deograma de Pomacea flagellata procedente de Alvarado Veracruz y Laguna
"El Vapor" Campeche .. .......c...occoiiioriiorireioie i 46
Figura 13. Cariotipos representativos de la especie Pomacea flagellata.

A) "El Espino”, en el Estado de Tabasco

B) San Miguel, en el Estado de Tabasco.............coooon 50
C) Misantla a, en el Estado de Veracruz

D) Misantla b, en el Estado de Veracruz

E) Misantla c, en el Estado de Veracruz....................o 51
F) Tiacotalpan, en el Estado de Veracruz

G) Alvarado, en el Estado de Veracruz

H) "El Vapor", en el Estado de Campeche. ... 52
Figura 14. Comparaciones de Longitudes Relativas. ... 53
Figura 15. Comparaciones de Indice Centromérico.................oooiiii 54
Figura 16 a Valores candnicas para Indice Centromérico..............ooooiinn 55
Figura 16 b Valores candnicas para Longitud Relativa...............c 56



Figura 17 Analisis discriminante para valores de proporcion de brazos (brazo P)................. 57

Figura 17a Valores canénicas para proporcion de brazos (brazo P)...........n 58
Figura 18. Analisis discriminante para valores de proporcion de brazos (brazo Q)............. 59
Figura 18a Valores canonicas para proporcion de brazos (brazo Q). 60

Figura 19. Enfoque isoeléctrico de los extractos obtenidos a partir de los organismos de las
dos especies del género Pomacea, de diferentes regiones del Estado de Veracruz.

A) Factor de correlacion B) Enfoque isoetéctrico.......................... 62
Figura 20. Enfoque isoeléctrico de los extractos obtenidos a partir de los organismos

colectados de! género Pomacea , de diferentes regiones del sureste mexicano..... 63
Figura 21. Electroforésis nativa de los extractos obtenidos a partir de los organismos
colectados en diferentes regiones del Estado de Veracruz
A) Factor de correlacion B) Electroforésis nativa
Peso Molecular..................c...ocooes 68
Figura 22. Electroforésis nativa de los extractos obtenidos a partir de los OTganismos.

colectados en diferentes regiones del sureste mexicano

Peso MOIBCUIRE. . oo oo e e e 69

91



INDICE DE TABLAS

TABLA 1. Clasificacién de los cromosomas de acuerdo a la posicion del centromero (Levan
@I AT, 1908). ... oo 3

TABLA 1. Valores relativos para la identificacion de cromosomas 2n=26 de la especie
Pomacea  patula  catemacensis  proveniente de la  Laguna de
CalIMIACO ... ittt e e 35

TABLA 1. Valores relativos para la identificacion de cromosomas 2n=26 de la especie
Pomacea flagellata proveniente de El Espino en el Estado de Tabasco

TABLA V. Valores relativos para la identificacion de cromosomas 2n=26 de la especie
Pomacea flagellata proveniente de San Miguel en el Estado de Tabasco

TABLA V. Valores relativos para la identificacion de cromosomas 2n=26 de la especie
Pomacea flagellata proveniente de Misantla (a) en el Estado de
VETACTUZ. ......vviit bt ettt et e e e e st e sttt 41

TABLA VI. Valores relativos para la identificacion de cromosomas 2n=26 de la especie
Pomacea flagellata psoveniente de Misantla (b) en el Estado de
Veracruz............. OO OO OO O P OO U OPSOPPSUPPPPPOPOP P 42

TABLA VII. Valores relativos para la identificacion de cromosomas 2n=26 de la especie
Pomacea flageilata proveniente de Misantla (c) en el Estado de Veracruz

TABLA VIil. Valores relativos para la identificacion de cromosomas 2n=26 de la especie
Pomacea ﬂage?lala proveniente de Tlacotalpan en el Estado de
Veracruz............. TSRS SURUI TSSOSO SRR

TABLA IX. Valores relativos para la identificacion de cromosomas 2n=26 de la especie
Pomacea  flagellata  proveniente de Alvarado en el Estado de
Veracruz............. ST T OO U PO OSSO PP SUOURP PP POROPPPO h7

TABLA X. Valores relativos para la identificacion de cromosomas 2n=26 de la especie
Pomacea flagellata proveniente de El Vapor en el Estado de
CAINPECRE. ...t 48

TABLA X1. Valores comparativos entre pares de cromosomas n=13 de las diferentes
poblaciones de Pomacea flagellata con Pomacea patula catemacensis. ................... 49

92



¥
H
¢
i

” "'“"{;‘;13“*-"

TABLA XI1I. Punto isceléctrico de las proteinas encontradas en los extractos de
Pomacea patula calemacensis.......................coc.occoioiieiiiiiia e 64

TABLA XII1. Punto isoeléctrico de las proteinas encontradas en los extractos de Pomacea
- flagellata.............. SO P TP PUP ISP 64

TABLA XIV. Peso Molecular de las proteinas encontradas en los extractos de Pomacea
PTG COIMACENSES. ... _....c.cooovoooeisieea e 70

TABLA XV. Peso Molecular de fas proteinas encontradas en los extractos de Pomacea
flagellata. ............. SRS OSSO USSR SRS U SRS PPSPOR 70

TABLA XVI A. Similitudes en las bandas de proteinas (Punto Isoelélectrico) en diferentes
regiones del Sureste de México.
Datos correspondientes a la Figura 19, 65
TABLA XVI B. Similitudes de las bandas de proteinas (Punto Isoélectrico) en diferentes
regiones del Sureste de México.
Datos correspondientes a fa Figura 20.................ocooiiiiiniiie e 66
TABLA XVII A. Similitudes en las bandas de proteinas (Peso Molécular} en diferetes
regiones del Sureste de México.
Datos correspondientes a la Figura 21...............coooo 71
TABLA XVII B. Similitudes de las bandas de proteinas (Peso Molécular) en diferentes
regiones del Sureste de México.
Datos correspondientes a la Figura 22.............cooiiiiii 72

93



