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Variabilidad geografica y alozimica en Neritina latissima
(Gastropoda: Neritidae) en Costa Rica.

por
Marta F. Valdez* y Ramiro Barrantes**
(Recibido por su publicacion el 14 de diciembre de 1979)

Abstract: A phenotypic study of shell color and molecular variation in the loci
glucose-6-phosphate dehydrogenase (G—6—PD) and glucosephosphate isomerase
(GPI) in the estuarine gastropod Neritina latissima in four populations in the
Pacific coast of Puntarenas, Costa Rica, confirmed that the variation in frequen-
cies of the different morphs is regulated through predation. There was no appar-
ent effect of climate or any other environmental factor. Eight polymorphic alleles
were detected in G—6—PD and fourteen in GPI with starch gel electrophoresis. In
both cases the allelic frequencies differ among populations, but there are unique
variants in each. The average heterozygosity (H) per locus and per population is
very high, ranging between 0.76 and 0.82 in G—6-PD and 0.78 to 0.87 in GPIL
No apparent association was found between the allozimic variation and the dif-
ferent phenotypes. Possible evolutionary implications on these results are discus-
sed.

Los estudios electroforéticos en los diferentes grupos taxonomicos a partir de
1966 muestran que la variacion alozimica a nivel molecular es muy alta (Lewontin
y Hubby, 1966; Lewontin, 1974; Selander, 1976; Nevo, 1978). No obstante, las
causas y el mantenimiento de esta variacion no estan bien establecidos, reconocién-
dose dos puntos de vista diferentes para explicarlas: la hipotesis de la seleccion
natural (Ayala, 1975; Clarke, 1975; Dobzhansky et al., 1977) y la hip6tesis neutra-
lista (Kimura, 1968; Kimura y Ohta, 1974).

Los trabajos en moluscos con relacion a la variacion molecular son muy
escasos, predominando aquellos en especies terrestres de zonas templadas, principal-
mente sobre Cepaea nemoralis (Brussard y McCracken, 1974; Brussard, 1975;
Johnson, 1976);algunas especies de Partula (Johnson et al, 1977); Helix aspersa
(Selander y Kaufman, 1973). Sobre Neritina latissima, de origen marino, que existe
en ambientes estuarinos tropicales (Keen, 1971), no existen referencias al respecto.

A nivel fenotipico, ha sido bastante estudiada Cepaea nemoralis, que presenta
S patrones de coloracion de la concha, encontrandose la existencia de una accion
selectiva diferencial por depredacion sobre los morfos de esta especie (Cain y Shep-
pard, 1954; Ford, 1971). Algunos autores han tratado de establecer asociaciones
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entre este efecto selectivo y la variacion molecular (Brussard y McCracken, 1974;
Johnson, 1976), pero los resultados obtenidos no son concluyentes.

El propésito del presente trabajo es estudiar la variacion en los loci de glucosa
—6— fosfato deshidrogenasa y glucosa fosfato isomerasa y su relacion con la
variacion a nivel fenotipico, en cuanto a los patrones de coloracion de la concha, en
4 poblaciones de M. latissima en la costa del Océano Pacifico de Costa Rica.

MATERIAL Y METODOS

Las localidades de estudio comprenden las desembocaduras del Rio Panica en
Bahia Ballena; Quebrada Colorada y Rio Montezuma, en dos sitios: desembocadu-
ra, y a 1.200 m de ésta, en la Provincia de Puntarenas, Costa Rica (Fig. 1). Cada
tres meses, desde abril de 1977 hasta diciembre de 1978, en Quebrada Colorada y
Rio Panica, se estudi6 la variacion en la frecuencia de cada morfo, por medio de
muestreos al azar en varios sitios de cada lugar. De igual manera, se estudio la
frecuencia de morfos en las otras dos localidades mencionadas durante diciembre
de 1978. En esta fecha, en todas las localidades se colectaron los individuos depre-
dados y se calcularon sus frecuencias en relacion con los tipos de morfos. Posterior-
mente se obtuvieron los valores del cociente de la frecuencia de individuos depre-
dados entre la frecuencia de individuos vivos para cada morfo, con el propoésito de
evaluar la preferencia de ciertos morfos por los posibles depredadores.
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Fig. 1. Mapa ilustrando las localidades de estudio. Provincia de Puntarenas, Costa Rica.
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El analisis de la variacion alozimica se realiz6 mediante técnicas de electrofo-
resis horizontal en geles de almidon (Harris y Hopkinson, 1976). Las muestras se
prepararon extrayendo, a animales vivos mantenidos en acuarios, el higado y la
gonada, a los cuales se agregd solucion Tris-EDTA-NADP pH 7,0 (1,21 g de Tris,
0,34 g de EDTA y 40 mg de NADP en 1 litro de agua desionizada) en una propor-
cion de peso a volimen de 1g a 2ml. Las muestras fueron maceradas manualmente y
centrifugadas a 15.000 r p m durante 20 minutos a 4 C. Alossobrenadantes se les
elimind la grasa flotante con aplicadores de algoddn esterilizados. Luego se guarda-
ron a — 45 C hasta su utilizacion.

Las técnicas de preparacion de geles y mezclas quimicas para la tincion y
deteccion de las zonas de actividad de las enzimas son semejantes a las de Harris y
Hopkinson (1976) con las siguientes modificaciones: 1) se usé una solucion 0,5 M
de Tris, 0,02 M de EDTA y 0,65 M de acido borico a pH 8,0 para los electrodos, y
esta solucion diluida (1:9) en agua desionizada, para la preparacion de los geles
(23,71 g de almidon en 201 ml de solucién); 2) se aplico 150 voltios durante 5
horas a cada gel.

La frecuencia de alelos para cada locus se calculd por conteo directo. Con
estos datos se estimo la heterocigosis para cada locus y su promedio. Como se anot6
el morfo correspondiente a cada muestra, se relacionaron las frecuencias alélicas con
los tipos de morfos.

RESULTADOS

El Cuadro 1 muestra los valores de la frecuencia de morfos de V. latissima y
su variacion temporal en Quebrada Colorada y Rio Panica. En Quebrada Colorada
los morfos verde y verde con dos lineas negras presentan mayores frecuencias
durante todo el periodo de estudio. El morfo café muestra valores entre 3 y 6 por
ciento y la forma amarilla con dos- bandas negras entre 2 y 4 por ciento. En Rio
Panica, el patron morado varia entre 76 y 100 por ciento, y morfos como el verde
alcanzan valores maximos del 12 por ciento en algunas épocas del estudio. Sin
embargo, observaciones en el estereoscopio de estos individuos morados revelaron
que el 27,8 por ciento de ejemplares de conchas verdes, verde con dos lineas negras,
amarillo y café se encuentran encubiertos por la coloracion morada, y un 24 por
ciento no se encuentra encubiertos. En el 69,72 por ciento de los morados, no s¢
pudo identificar el morfo correspondiente (N = 208). Estas observaciones y otros
resultados sobre incorporacion de manganeso (Valdez y Bricefio, 1980), demues-
tran que, en esta localidad de Rio Panica, el patron morado encubre la coloracion
caracteristica en los diferentes morfos.

El Cuadro 2 presenta los valores de las frecuencias de los diferentes patrones
decoloracionen las cuatro localidades estudiadas, y con la excepcion de Rio Panica
y Rio Montezuma sitio continental, la variacion en estos valores no difiere sustan-
cialmente. En el sitio continental de Rio Montezuma, el 100 por ciento de los
individuos son de morfo verde. En este mismo Cuadro se muestra que en Quebrada
Colorada las formas mas depredadas son el amarillo con bandas negras y el café,y
las menos los morfos verde y verde con dos lineas negras. En cambio, en Rio
Panica, la intensidad de depredacion es menor para los individuos morados y muy
alta para los morfos no encubiertos por la coloraciéon debida a la presencia de
manganeso. En Rio Montezuma, en la desembocadura, la frecuencia de depredacion
sobre los morfos amarillo y café es menor que en las otras localidades, y en el sitio
continental, no se encontraron individuos muertos por depredacion.
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CUADRO 1

Variacion temporal en las frecuencias de morfos de Neritina latissima

en Quebrada Colorada y Rio Panica, Provincia de Puntarenas, Costa Rica, 1977-1978

Junio
1977

0,0000

0,0079

0,0000

0,0005

0,9516

75

Julio
1977

0,7663

0,1386

0,0636

0,0318

251

Octubre
1977

0,6989

0,2258

0,0323

0,0430

160

Diciembre
1977

0,0000

0,0000

0,0000

0.0000

1,0000

33

Enero
1978

0,8057

0,1116

0,0496

0,0331

168

Abril
1978

0,5339

0,3856

0,0551

0,0254

213

0,0991

0,0631

0,0270

0,0450
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111
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0,4759
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0,0377

526
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1978

0,7518

0,1898

0,0365

0,0219

866

0,1250

0,0488

0,0332

0,0273

0,7650

513
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Para las cuatro localidades estudiadas, se detectaron 8 alelos polimoérficos en
el locus de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Figs. 2 y 3) y 14 alelos polimorficos
en el locus de glucosa fosfato isomerasa (Figs. 4 y 5). Los valores de las frecuencias
de alelos, de G-6-FD para cada una de las localidades examinadas se presentan en el
Cuadro 3. El alelo A" esmas frecuente en Quebrada Colorada y Rio Panica;yel AA”
en las dos poblaciones de Rio Montezuma. Se observa, no obstante, que el orden de
magnitud en las frecuencias de todos los alelos es diferente en todas las localidades,
asi como la ausencia de algunos alelos tal como el A en Rio Montezuma (continen-
tal), el DE en Quebrada Colorada, el BAC y B en Rio Montezuma (desembocadura).
Rio Panica presenta el mayor nimero de alelos. Los valores de heterocigosis para
este locus variaron desde 0,80 en Quebrada Colorada; 0,78 en Rio Panica; 0,76 en
Rio Montezuma (desembocadura); y hasta 0,82 en Rio Montezuma (continental).

El Cuadro 4 muestra los valores de las frecuencias de alelos en el locus de GFI
en las localidades de estudio. El alelo 08 fue mas frecuente en Quebrada Colorada y
Rio Panica, y el 07 en los dos sitios de Rio Montezuma. Al igual que para el locus
G-6-FD, el orden en el aumento de las frecuencias de los alelos es diferente en todas
las poblaciones. Adetnas, el alelo Ol se encontr6 unicamente en la poblacion de Rio
Pédnica; el 10 en Quebrada Colorada y el 14 en Rio Montezuma (desembocadura).
En Rio Panica se detectaron 12 alelos, en cambio, en Rio Montezuma (continental)
unicamente 6. Los valores de heterocigosis para cada localidad se encuentran en este
mismo Cuadro. Para ambos loci, la heterocigosis media tuvo valores considerable-
mente altos si se los compara con los resultados presentados por Nevo (1978). Para
la poblacion de Quebrada Colorada fue de 0,9704; en Rio Panica de 0,8071;en la
desembocadura de Rio Montezuma de 0,8148; y de 0,8075 en Rio Montezuma,
sitio continental. No se encontrd relacion entre las frecuencias de alelos en los dos
loci y los morfos examinados. Cada morfo en las cuatro localidades presenta cual-
quier alelo, sin ninguna especificidad.

DISCUSION

Los factores ambientales y ecologicos no parecieran afectar la distribucion de
frecuencias de los morfos de N. latissima, ya que no se observo variacion estacional
en dichas frecuencias, tal como se nota en los resultados del Cuadro 1. Sobre la
variacion fenotipica en N. latissima actian mecanismos bioldgicos selectivos de
depredacion, en que los morfos mads llamativos o contrastantes en relacion con la
coloracion del sustrato son los mas depredados, como se demuestra en los resulta-
dos del Cuadro 2. No obstante que en la poblacion de Rio Panica la frecuencia de
morfos es diferente a las demads localidades, dado que la incorporaciéon metabdlica
de manganeso produce un efecto ecofenotipico en el patron de coloracion de M.
latissima, el mecanismo selectivo de depredacion actia de manera semejante a las
demas localidades. Resultados similares se han encontrado para Cepaea nemoralis en
varios trabajos (Cain y Sheppard, 1954; Ford, 1971). Igualmente, los resultados en
el presente trabajo confirman la hipotesis propuesta por Clarke (1978) en el sentido
de que el polimorfismo fenotipico, en moluscos marinos de zonas tropicales, es
regulado por la complejidad bioldgica en estos sistemas, a diferencia de los tem-
plados.

La poblacion de Rio Montezuma en el sitio continental presenta caracteris-
ticas diferentes con respecto a las otras poblaciones; sus individuos son redondos, de
mayor tamafio (15,00—30,00 mm) y monomorficos en su patron de coloracion
(Valdez, 1979). En esta poblacion se observa la ausencia de indiveduos muertos por
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Fig. 2. Diagrama de alozimas de glucosa 6—fosfato deshidrogenasa (G-6-F) en
individuos de Neritina latissima, en las localidades de estudio.
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Fig. 3. Alozimas de glucosa 6—fosfato— deshidrogenada (G—-6—FD) en individuos de

Neritina latissima, en las localidades de estudio.

depredacion, lo que sugiere que el establecimiento de esta pequefia poblacion (me-
nor de 500 individuos) podria haberse originado a partir de pocos individuos mi-
grantes del fenotipo menos depredado, y por lo tanto, con mayor probabilidad de
sobrevivencia. Estos individuos estarian desplazandose hacia las areas superiores, a
partir de la desembocadura del rio a un ritmo muy lento, dada la ausencia de
individuos entre las dos localidades, y que esta poblacion ha colonizado reciente-
mente este habitaculo, por lo que aun no se han alcanzado los mecanismos biologi-
cos reguladores a nivel de sistema.

Todos 10s alelos para ambos loci estudiados fueron polimérficos, sin embargo,
comparaciones con otras especies de moluscos muestran que el comportamiento de
estos loci es diferente dentro y entre las especies, El locus G-6-FD es monomoérfico
en Partula (Johnson et al., 1977); en Cepaea nemoralis segrega 3 alelos en Europa y
es monomorfica en Norte América (Levan y Fredga, 1972; Brussard y McCracken,
1974). En Mytilus edulis se detectaron 10 alelos para GFI (Koehn et al., 1976) a
diferencia de 14 en V. latissima.
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CUADRO 2.

Relacion entre las frecuencias de morfos depredados y morfos
vivos (RD/V) de Neritina latissima enlas localidades de
estudio. Provincia de Puntarenas, Costa Rica. Diciembre de 1978.

Quebrada Rio Montezuma Rio Montezuma
Morfo Frecuencia Rio Panica Colorada (desembocadura) (continental
Depredados 0,4200 0,6267 0,7327 0,0000
Verde
Vivos 0,1252 0,6905 0,7051 1,0000
RP)v 3,3546 0,9076 1,0391
Verde Depredados 0,0450 0,1491 0,2327
condos
lineas Vivos 0,0489 0,2714 0,2215
negras.
RD/V 0,9202 0,5494 1,0506
Amarillo Depredados 0,1350 0,0746 0,0172 -
con dos
bandas Vivos 0,0274 0,0104 0,0225 -
negras.
RD/V 4,9270 71,1731 0,7644
Depredados 0,1800 0,1492 0,0172
Café
Vivos 0,0333 0,0277 0,0579 -
RP/v 5,4054 5,3863 0,2971 o
Patréon Depredados 0,2200 - - -
morado. Vivos 0,7652 . - = -
RP)v 0,2875 = -

La alta variabilidad genética para los loci (Cuadros 3 y 4) posiblemente esta
relacionada con el tipo de reproduccion mostrada en N. latissima, en que por la
distribucion espacial agrupada y la fertilizacion cruzada (Valdez, 1979), se favorece
un mayor intercambio genético entre los organismos. En moluscos como Rumina
decollata que se autofertiliza, el estudio sobre 25 loci revel6 una ausencia de variabi-
lidad molecular (Selander y Kaufman, 1973). Es posible que los resultados obte-
nidos en N. latissima se deban al bajo numero de loci examinados, en que por azar
sean extremadamente variables con respecto a los no estudiados. Por lo tanto, se
hace necesario analizar un mayor numero de loci enzimaticos.

Las diferencias para ambos loci de N. latissima en cuanto al orden de magni-
tud en las frecuencias de alelos para las diferentes localidades, y sobre todo, la
presencia de alelos Uinicos en algunas poblaciones y la ausencia de otros, asi como la
uniformidad de condiciones ambientales en que viven las poblaciones (Valdez,
1979) muestran que no existen efectos selectivos ambientales. Ademads, las frecuen-
cias de alelos en ambos loci no se encuentran relacionadas con la variacion fenoti-
pica, notandose la ausencia de un mecanismo selectivo, sobre los alelos a través de la
depredacion diferencial sobre los morfos.
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Fig. 4. Diagrama de alozimas de glucosa fosfato isomerasa (GFI) en individuos de

Neritina latissima, en las localidades de estudio.



VALDEZ & BARRANTES: Variedad geografica y alozimica en Neritina latissima 189

CUADRO 3.

Frecuencia de alelos del locus glucosa 6 —fosfato
deshidrogenasa (G—-6—FD) en Neritina latissima
para cada unc de las localidades de estudio.
Provincia de Puntarenas, Costa Rica

Quebrada Rio Panica Rio Montezuma Rio Montezuma
Colorada (desembocadura) (continental)
Locus Alelos
G-6-FD
A 0,1000 0,0333 0,2222 0,0000
B 0,1300 0,1667 0,0000 0,0500
A~ 0,2700 0,3667 0,2500 0,1500
AA™ 0,1500 0,1667 0,3333 0,2500
BA 0,2600 0,0333 0,1111 0,2000
BA™ 0,0200 0,0833 0,0278 0,1000
BAC 0,0700 0,1333 0,0000 0,0500
DE 0,0000 0,0167 0,0556 0,2000
Heterocigosis
(H) 0,8048 0,7827 0,7608 0,8200
Nimero de
genomas
muestreados 120 60 36 20
Numero de
Alelos 7 8 6 7

+
. ORIGEN
GFI j2 o2 03 o4 n 12 4 "
+
' ORIGEN
GF! os o7 14 13 o7 n 09 13
Fig. 5. Alozimas d¢ glucosa fosfato isomerasa (GFY) en individuos de Neriting latissima,

en las localidades de estudio.
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CUADRO 4.

Frecuencia de alelos del locus glucosa fosfato isomerasa (GFI)
en Neritina latissima para cada una de las localidades
de estudio. Provincia de Puntarenas, Costa Rica.

Quebrada Rio Rio Montezuma Rio Montezuma
Colorada Panica (desembocadura) (continental)

Locus

GFI Alelos
01 0,0000 0,0167 0,0000 0,0000
02 0,0167 0,0500 0,0833 0,0000
03 0,0000 0,0167 0,0278 0,0000
04 0,0000 0,0167 0,0556 0,0000
05 0,0917 0,0833 0,0000 0,0000
06 0,1917 0,0833 0,0556 0,1000
07 0,2583 0.0833 0,1667 0,3000
08 0,3250 0,3333 0,1667 0,2000
09 0,0083 0,1000 0,1667 0,2000
10 0,0167 0,0000 0,0000 0,0000
11 0,0750 0,0167 0,0000 0,0000
12 0,0167 0,1833 0,1667 0,1500
13 0,0000 0,0167 0.0556 0,0500
14 0,0000 . 0,0000 0,0556 0,0000

Heterocigosis

(H) 0,7760 0,8206 0,8688 0,7950

Nuimero de

genomas

muestreados 120 60 36 20

Numero de

alelos 9 12 10 6

La poblacion de Rio Montezuma (sitio continental), a pesar de sus valores
semejantes de heterocigosis a los de las otras poblaciones, muestra una reduccion en
el numero de alelqs para el locus de GFI, pero no para el de G-6-FD. Lo anterior, y
relacionado con los resultados a nivel fenotipico, parece indicar un efecto de “cue-
llo de botella”, caracteristico de una poblacion original numerosa, en donde un
reducido nimero de individuos de este grupo del fenotipo menos depredado (ver-
de), logran establecerse en nuevos ambientes. También ocurre una reduccion al azar
en el nimero de alelos, sobre todo en aquellos de menor frecuencia, sin que mues-
tren una reduccion en los valores de heterocigosis, siempre que se presenten nuevas
mutaciones que restauren la disminucion original en variabilidad genética (Nei ez al.,
1975). El comportamiento aleatorio y diferente en algunos alelos de ambos loci, asi
como la alta heterocigosis de V. latissima en esta poblacion, sugiere un fenémeno de
este tipo.



VALDEZ & BARRANTES: Variedad geografica y alozimica en Neritina latissima 191

AGRADECIMIENTOS

Agradecemos al M.Sc. Carlos R. Villalobos, por su gran ayuda y apoyo en la
realizacion del trabajo; a los doctores F. Gary Stiles y José Miguel Jiménez por la
orientacion, sugerencias y apoyo; al personal del Centro de Investigaciones en Biolo-
gia Celular y Molecular de la Universidad de Costa Rica por la ayuda y facilidades
en el uso de equipo e instalaciones, especialmente a los Drs. Rodrigo Gamez, Pedro
Leon y Gabriel Macaya.

RESUMEN

En un estudio sobre la variacion fenotipica en la coloracion de las conchas y
la variacion molecular en los loci de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-FD) y
glucosa fosfato isomerasa ( GFI) en el gastropodo estuarino Neritina latissima en 4
poblaciones de la Costa Pacifica de Puntarenas, Costa Rica, se encontré que la
variacion en las frecuencias de las diferentes morfos es regulada por depredacion.
No hay efectos aparentes de otros factores climaticos y ambientales. Fueron detec-
tados 8 alelos polimorficos en G-6-FD y 14 en GFI utilizando electroforesis en geles
de almidon. En ambos casos las frecuencias alélicas varian entre poblaciones pero
existen variantes particulares en cada una de estas. La heterocigosis media por locus
y por poblacion es muy alta, oscilando entre 0,76 a 0,82 en G-6-FD y 0,78 a 0,87
en GFI. No fue encontrada ninguna asociacion aparente entre la variacion alozimica
y los diferentes fenotipos.
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