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RESUMEN

El estudio de la caracterizaciéon genética en las especies acuicolas de ostras es el preambulo
imprescindible de los futuros programas de mejora por manipulacion cromosémica. Se ha rea-
lizado el cariotipo de Crassostrea angulata (Lamarck, 1819) y se han encontrado diferencias con
respecto a otros trabajos publicados. Mediante tincion con plata, se analiz6 la localizacion y la va-
riabilidad de las regiones organizadoras del nucleolo (Ag-NOR). Estas regiones se han visualiza-
do en el par cromosémico nimero 10, aunque, esporadicamente, también se han observado
NOR en otros cromosomas, lo que se describe aqui por primera vez para esta especie. Por otra
parte, se ha observado una gran variabilidad, tanto entre individuos como dentro de ellos, en
cuanto al namero de cromosomas que presentan actividad Ag-NOR.
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ABSTRACT
Karyotype analysis and variability of Ag-NOR in Crassostrea angulata (Lamarck, 1819)

Genetic characterization of oyster species is the basis of future breeding programmes by chromosome ma-
nipulation. We determined the karyotype of Crassostrea angulata (Lamarck, 1819), and found some dif-
ferences with regard to previously published reports. The nucleolus organizer regions (NOR), visualized using
the silver stain method, were located on chromosome pair number 10, although NORs were occasionally de-
tected on some other chromosomes, which had not been described before for this species. We also found a very
high inter and intra-population variability in the number of chromosomes showing Ag-NOR activity.

Keywords: Cupped oyster, Crassostrea angulata, karyotype, NOR, nucleolus.

INTRODUCCION

Hasta hace unas décadas, el estudio citogenéti-
co en los bivalvos se reducia al recuento de cro-
mosomas de las especies analizadas (Patterson,
1969). Posteriormente, con las técnicas convencio-
nales de tincion se ha establecido un conjunto de
indices que permite clasificar cada cromosoma
dentro del cariotipo, y esto es muy util para reali-

zar estudios comparativos, dentro de cada especie
y entre ellas.

En los bivalvos, las especies de la familia
Ostreidae han sido las mas estudiadas, principal-
mente, por su interés en acuicultura. Hasta ahora
se han analizado 22 especies de ostras, y todas ellas,
salvo Dendrostrea folium (Linnaeus, 1758) (Ieyama,
1990), poseen 10 parejas de cromosomas (2n = 20)
(Nakamura, 1985). Las ostras del género
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Crassostrea Sacco, 1897 presentan cromosomas me-
ta- o submetacéntricos, lo que dificulta su correcta
clasificacion en la elaboracion de los cariotipos
(Leitao et al., 1999b).

Se han descrito diferencias en la morfologia de
los cromosomas entre individuos de la misma espe-
cie, y esto puede deberse tanto a polimorfismos in-
traespecificos como a diferencias en las técnicas de
reconocimiento empleadas (Sharma y Sharma,
1980). Las técnicas de bandeo, como los bandeos C
y G, han demostrado ser ttiles en la identificaciéon
de cromosomas, y se han utilizado en algunas es-
pecies de bivalvos, por ejemplo, en especies de los
géneros Mytilus Linnaeus, 1758, Ostrea Linnaeus,
1758 y Crassostrea (Dixon, McFadzen vy Sisley, 1986;
Martinez-Lage, Gonzalez-Tizon y Méndez, 1994;
Insua y Thiriot-Quiévreux, 1991; Leitao et al.,
1999b). Sin embargo, los patrones de bandeo no
siempre son claros, y, en ocasiones, su interpreta-
cioén no es la adecuada.

La hibridacién n situ de fluorescencia (FISH) es
una técnica para localizar secuencias concretas de
ADN en el genoma de una especie, y puede usarse,
también, como marcador para la identificacion in-
dividual de cromosomas. Hasta ahora, se ha utiliza-
do en muy pocas especies de bivalvos, entre las que
se encuentran Mytilus galloprovincialis Lamarck,
1819 y Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) (Insuay
Méndez, 1998; Martinez-Exposito, Méndez vy
Pasantes, 1997; Clabby et al., 1996).

Por otro lado, los métodos de tinciéon con plata
para detectar las regiones organizadoras de los nu-
cleolos (Ag-NOR) en cromosomas metafasicos han
sido muy usados, tanto como marcadores citogené-
ticos como para realizar estudios comparativos de la
actividad NOR, dentro de cada especie y entre ellas.
Con esta técnica se tinen sélo los NOR que han si-
do activos en la interfase anterior y, por esto, las di-
ferencias en el niimero de NOR por célula reflejan
el nimero de NOR activos. Los NOR localizados
mediante la técnica de tincién con nitrato de plata
representan las regiones cromosémicas que contie-
nen multiples copias de los genes de ADNr (Reeder,
1990; Schwarzacher, Mikelsaar y Schnedl, 1978).

En todas las especies estudiadas se encuentra, por
lo menos, una pareja de cromosomas que contienen
NOR, aunque puede haber mas, de manera que de-
be existir un par de nucleolos por cada par cromo-
somico con actividad NOR. Sin embargo, los nucle-
olos tienden a fusionarse, y se puede apreciar un
solo nucleolo por célula, independientemente de los
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pares de cromosomas con actividad NOR existentes.
Aun asi, el estudio de los nucleolos sirve para confir-
mar el nimero maximo de NOR en una especie
(Martinez-Exposito, Pasantes y Méndez, 1994).

Con estos precedentes, en este trabajo se ha lle-
vado a cabo un analisis citogenético de Crassostrea
angulata (Lamarck, 1819), también conocida como
ostra portuguesa u ostion. Tiene un valor comer-
cial importante, sobre todo en el suroeste de la
Peninsula, por lo que su estudio y el conocimiento
de su caracterizaciéon genética son muy interesan-
tes de cara a futuros programas de mejora en su
acuicultura por manipulaciéon cromosémica. Con
este fin, se establece aqui el cariotipo de C. angula-
tay se analizan también la posicion, la actividad y la
variabilidad de las regiones organizadoras del nu-
cleolo mediante la técnica de tinciéon con plata
(Ag-NOR) en los ejemplares de las poblaciones na-
turales muestreadas.

MATERIAL Y METODOS

Se muestrearon cinco poblaciones de C. angula-
ta alo largo de aproximadamente 100 km de costa
de la bahia de Cadiz (suroeste de la peninsula Ibé-
rica); se tomaron ejemplares de La Jara (desembo-
cadura del rio Guadalquivir, en Sanltcar de Barra-
meda), Corrales (Chipiona), El Chato (Cadiz),
Sancti Petri (desembocadura del rio Sancti Petri,
en Chiclana) y Roche-El Palmar (Conil). Para la
elaboracion del cariotipo de C. angulata se mantu-
vieron los ejemplares de 2-3 cm de longitud en tan-
ques bien aireados y alimentados ad libitum duran-
te dos dias con una mezcla de fitoplancton
compuesta por Tetraselmis chuii, Isochrysis sp.y
Chaetoceros sp. Después de mantener los individuos
durante 8 horas en colchicina, se sometian a un
choque hipoténico (tres cambios con KCl a 0,4 %
en un tiempo total de 1 h) y, por tltimo, se fijaban
en Carnoy (Thiriot-Quiévreux, 1984).

Realizadas las preparaciones, se tineron con
Giemsa y se fotografiaron las placas metafasicas me-
jores; los cromosomas se emparejaron en funcion
de la posicion del centromero y se determinaron
los indices siguientes:

® Longitud relativa:

longitud del cromosoma
100

longitud total haploide
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° Arm ratio:

longitud del brazo largo

longitud del brazo corto
¢ Centromérico:

longitud del brazo corto

longitud total del cromosoma

La nomenclatura de los cromosomas es la des-
crita por Levan, Fredga y Sandberg (1964); para la
localizacion de los NOR se ha usado la técnica de
tincion con nitrato de plata segtiin Howell y Black
(1980), introduciendo algunas modificaciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se ha realizado el cariotipo de C. angulata a par-
tir del examen de 10 placas metafasicas de 10 indi-
viduos muestreados, y esta compuesto por 2n = 20
cromosomas (figura 1). Este nimero cromosémico
es comun a casi todas las especies de ostras y ya ha-
bia sido senalado por Thiriot-Quiévreux (1984).
Todos los cromosomas se clasificaron como meta-
céntricos, como se puede observar en la tabla I,
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donde se muestran los valores obtenidos de longi-
tud relativa, indice centromérico y arm ratio, segin
la nomenclatura de Levan, Fredga y Sandberg
(1964). Conforme a los datos de longitud relativa e
indice centromérico detallados se realiz6 el idio-
grama de C. angulata (figura 2).

Al comparar el cariotipo obtenido en este estu-
dio con el obtenido por Leitao et al. (1999a) para
esta especie, se observo que el par cromosémico
namero 8 en ese analisis se clasifico como subme-
tacéntrico. La diferencia observada puede ser im-
putable a diferencias en la técnica de identifica-
cién, por la posible influencia del grado de
condensacion de los cromosomas en el momento
de la medicion de los brazos. Por otro lado, datos
anteriores (Thiriot-Quiévreux, 1984) indicaban
que todos los cromosomas de C. angulata son me-
tacéntricos, clasificacion que coincide con la obte-
nida por nuestro grupo de investigacion en este
trabajo. Dada la discrepancia, serian necesarios da-
tos adicionales para la confirmacion de una clasifi-
cacion u otra.

Por otro lado, en este trabajo se estudia la varia-
bilidad de los Ag-NOR en 31 individuos pertene-
cientes a seis poblaciones naturales de C. angulata,

Figura 1. Cariotipo de Crassostrea angulata.
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Tabla I. Clasificacion de los cromosomas de Crassostrea angulata segun los indices longitud relativa (LR), centromérico (IC)
y arm ratio (AR). Media: cada valor es la media aritmética de 10 metafases. (DE): desviacion estandar; (m): metacéntrico.

Par LR 1C AR Tipo
Cromosomico Media DE Media DE Media DE

1 12,61 0,82 42,20 3,69 0,74 0,11 m
2 11,69 0,70 43,01 3,66 0,76 0,11 m
3 11,18 0,45 43,68 4,49 0,78 0,14 m
4 10,60 0,51 41,83 2,96 0,71 0,10 m
5 10,18 0,26 41,83 4,30 0,72 0,13 m
6 9,85 0,26 42,24 4,74 0,74 0,14 m
7 9,39 0,43 41,43 4,21 0,69 0,10 m
8 8,91 0,64 43,81 3,17 0,78 0,10 m
9 8,34 0,69 42,97 4,06 0,76 0,11 m

10 6,94 0,58 42,08 3,46 0,73 0,10 m
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Figura 2. Idiograma de C. angulata. En el

eje de ordenadas se muestra la longitud re-
lativa (LR) de cada par cromosémico obte-
nida en la tabla I.

1 2 3 4 5 6 7 8

9

Par cromosdmico

10

con una media de 30 placas metafasicas por cada
uno de los ejemplares muestreados. En la tabla II
se presenta el nimero de metafases que mostraba
cada individuo analizado, con 1, 2, 3 y 4 Ag-NOR
activos. Se puede observar que hay uno o dos cro-
mosomas con actividad Ag-NOR en la mayoria de
los casos. Asi, el 51,22 % de las metafases analizadas
presentaron s6lo un cromosoma con senal Ag-
NORYy el 46,92 % de las placas presentaron dos. Sin
embargo, una minoria de ellas, el 1,75 %, mostra-
ron tres cromosomas con Ag-NORy, por altimo, so-
lo €1 0,09 % de las placas delataba regiones con cua-
tro cromosomas activos.

Como consecuencia, se puede deducir que, en
general, existe una pareja de cromosomas en C. an-
gulata con actividad Ag-NOR. En todos los casos, la
senal se encontré en la regiéon telomérica del cro-
mosoma numero 10 segtin su clasificacion en el ca-
riotipo. Es decir: los genes que codifican para
ARNTr se encuentran localizados, mayoritariamen-
te, en una pareja de cromosomas, o, por lo menos,
se estan expresando en ella (figura 3). Esta locali-
zacion de Ag-NOR en C. angulata coincide con lo
descrito previamente por Leitao et al. (1999a) en
esta misma especie y por Thiriot-Quiévreux e Insua
(1992) en C. gigas.

Los resultados son diferentes en otras especies
de ostras. Asi, en Crassostrea sikamea (Amemiya,
1928), C. ariakensis (Fujita, 1913), Saccostrea com-
mercialis (Iredale & Roughley, 1933) (Leitao et al.,
1999a) y Ostrea edulis Linnaeus, 1758 (Thiriot-
Quiévreux e Insua, 1992) los NOR se encuentran
en la region telomérica de los cromosomas 9y 10;
en C. virginica (Gmelin, 1791) se encuentran en las
parejas 1y 5; en C. gasar (Adanson, 1757) en la pa-
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Tabla II. Variabilidad de los Ag-NOR en C. angulata.

Individuo Células con diferente namero Total
de NOR meta-
1 cromo- 2 cromo- 3 cromo-4 cromo- fases
soma  somas somas  somas

La Jara 1 12 7 1 20
La Jara 2 10 9 19
LaJara 3 53 72 1 126
La Jara 4 21 34 1 56
LaJara b 25 23 1 49
La Jara 6 20 8 28
La Jara 7 11 9 1 21
Fl Chato 1 7 10 17
El Chato 2 13 8 21
El Chato 3 34 13 47
Roche EP1 14 10 1 25
Roche EP 2 7 9 16
Roche EP 3 28 29 57
Roche EP 4 7 13 1 21
Roche EP 5 9 9 2 20
Roche EP 6 33 17 1 51
Roche EP7 28 26 1 55
Roche EP 8 7 9 16
Santi Petri1 10 15 25
Santi Petri 2 8 9 17
Santi Petri 3 11 9 20
Santi Petri 4 11 9 20
Santi Petri 5 20 8 1 1 30
Santi Petri 6 17 14 1 32
Corrales 1 17 14 31
Corrales 2 14 12 1 27
Corrales 3 19 9 1 29
Corrales 4 15 24 2 41
Corrales 5 21 13 34
Corrales 6 12 21 33
Corrales 7 11 9 1 21
Total 525 481 18 1 1025

Porcentaje 51,51 46,92 1,75 0,09
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Figura 3. Localizacion de los Ag-NOR en el
cariotipo de C. angulata.
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reja cromosomica 2 (Leitao et al.,, 1999a); y en O.
denselamellosa Lischke, 1869 los NOR se encuentran
en las parejas 3 y 8. En cuanto al heteromorfismo
hallado en la pareja cromosomica que presenta
mas frecuentemente la actividad Ag-NOR, es una
caracteristica muy comun y ya descrita en otros mo-
luscos marinos, como el mejillon Mytilus gallopro-
vincialis (Martinez-Exposito, Pasantes y Méndez,
1994) y las ostras C. gigas, O. edulisy O. denselamello-
sa (Insua y Thiriot-Quiévreux, 1991; Thiriot-
Quiévreux e Insua, 1992), entre otros.

Por otra parte, a la vista de los datos detallados
en la tabla II, también se puede deducir que exis-
ten otros cromosomas en C. angulata que presen-
tan actividad Ag-NOR (se detectan senales en 3y 4
cromosomas), hecho que se describe aqui por pri-
mera vez para esta especie. Estas senales, sin em-
bargo, solo se localizan cuando se estudia un nu-
mero elevado de metafases, ya que su frecuencia es
muy baja. Esto admite dos interpretaciones: que es-
tos genes, aun encontrandose siempre en dos pa-
rejas cromosomicas, solo se expresen en dos cro-
mosomas, o bien que solo se encuentren en una
pareja y, en raras ocasiones, también en otros cro-
mosomas. L.a primera hipoétesis entrana variaciones
funcionales de los genes de ADNTr; la segunda asu-
me una explicacion estructural para el polimorfis-
mo encontrado.

La razén de que no se encontraran senales en
mas de 2 cromosomas en el trabajo de Leitao et al.
(1999a), donde se describe por primera vez la lo-
calizacion de los Ag-NOR en C. angulata, probable-
mente sea que so6lo se analizaron 31 placas metafa-
sicas. La presencia de estos Ag-NOR adicionales ha
sido descrita previamente en cromosomas de M.
gallopronvincialis (Martinez-Exposito, Pasantes y
Méndez, 1994), especie en la que, sin embargo,
también se han descrito deleciones en loci riboso-
males mediante FISH.
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El polimorfismo encontrado en estas especies
puede entenderse desde el punto de vista funcio-
nal, ya que la sintesis de ADNr se encuentra inte-
grada en el metabolismo celular. En el caso de los
mejillones, se han demostrado respuestas, tanto
bioquimicas como fisiologicas, a los cambios am-
bientales (Hawkins y Bayne, 1992); asi, la expresion
diferencial de los NOR podria estar influida por
condiciones externas.

Desde el punto de vista estructural, la variacion
intraindividual en el niimero de loci ribosomales ha
sido descrita en otros organismos, tanto en forma de
loci adicionales (Lucchini et al., 1993) como en for-
ma de deleciones (Garrido-Ramos et al., 1995). El in-
cremento en los loci ribosomales podria contribuir a
la evolucién de la poblacion a largo plazo; sin em-
bargo, su reduccion podria producir danos irrepa-
rables, como se ha descrito en Xenopus, donde una
reducciéon del 50% en el nimero de copias de
ADNr causaba la muerte del individuo portador de
esta delecion (Miller y Knowland, 1972). Por otro la-
do, se han descrito procesos de translocacion de los
NOR entre cromosomas en M. galloprovincialis en al-
gunas lineas celulares (Martinez-Exposito, Méndez y
Pasantes, 1997; Insua y Méndez, 1998), que podrian
tener origen mitotico y haberse producido durante
el desarrollo del individuo portador de la mutacion.

Para confirmar con cierta fiabilidad los datos ob-
tenidos, se realizo un estudio de los nucleolos de C.
angulata. De esta manera, si existe mas de un par
cromosomico con actividad Ag-NOR en algunas li-
neas celulares o individuos, como indican los re-
sultados obtenidos, deberian encontrarse algunos
nucleos con 3 o 4 nucleolos, cada uno de ellos re-
sultado de la transcripcion de los loci ribosomales
de la célula. En total se analizaron mas de 6 000 na-
cleos pertenecientes a 51 individuos y, como se
aprecia en la figura 4, se han encontrado nucleos
con 1, 2, 3 y 4 nucleolos. En la tabla III se puede
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Figura 4. Nucleos interfasicos de C.
angulata mostrando uno, dos, tres y
cuatro nucleolos.

Tabla III. Frecuencia de nucleolos en C. angulata. (N): na-
mero de individuos.

Poblacion Nucleos con diferente numero Total
(N) de nucleolos
1 nu- 2 nu- 3 nu- 4 nu-
cleolo cleolos cleolos cleolos
La Jara (11) 681 736 20 3 1441
El Chato (7) 469 470 7 3 949
Sancti
Petri (9) 551 502 6 0 1059
Roche-El
Palmar (17) 1014 1022 23 8 2 066
Corrales (7) 439 371 11 1 822
Total 3154 3101 72 15 6342

Frecuencia 0,497 0,488 0,0113  0,0023

comprobar que las frecuencias de nicleos con 3y
4 nucleolos fueron 0,011 y 0,0023, similares a las
obtenidas en el analisis de Ag-NOR en las placas
metafasicas.

Los resultados del analisis de los nucleolos con-
firman la existencia de lineas celulares con loci ri-
bosomales en mas de dos cromosomas, aunque no
podemos concretar si las variaciones encontradas
dentro de los individuos y entre ellos son funcio-
nales o estructurales.
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