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Cariotipos de las principales serpientes coral
(Elapidae: Micrurus) de Costa Rica.
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Abstract: We describe the karyotypes of the three most abundant coral snake
species (Elapidae: Micrurus) in Costa Rica: Micrurus nigrocinctus, M. alleni and
M. mipartitus. In M. nigrocinctus there are two karyotypic populations which
correspond to two of the three subspecies described in our country. In M. n.
nigrocinctus there are 26 chromosomes (16 macro- and 10 microchromosomes)
and in M. n. mosquitensis 30 chromosomes (16 macro- and 14
microchromosomes) in the diploid set. Females from both populations are
heteromorphic in the sixth chromosome pair. M. alleni has 34 chromosomes in
the diploid set, with 20 macro- and 14 microchromosomes. In M. mipartitus the
diploid set also has 34 chromosomes, but with 14 macro- and 20
microchromosomes. In all three species there is an evident secondary constriction
in one pair of macrochromosomes.

El estudio de los cariotipos en las serpientes ha sido un instrumento muy util pa-
ra elesclarecimiento de las relaciones filogenéticas entre las diferentes familias, géne-
ros y especies (Begak, 1965; Becak y Begak, 1969; Singh, 1972).La familia Elipidae
incluye una gran cantidad de serpientes venenosas ampliamente distribuidas en Asia,
Africa, Australia y América (Klemmer, 1968; Cogger, 1971; Hoge y Romano,
1971). Se han descrito los cariotipos de ocho especies y subespecies de elapideos:
Naja naja naja, Naja naja kaouthia (Singh, 1972), Naja naja atra, Bungarus
multicinctus (Nakamura, 1935), Bungarus caeruleus (Singh, Sharma y
Ray-Chaudhuri, 1970), Bungarus fasciatus (Singh, 1974), Micrurus lemniscatus
carvalhori (Begak y Becak, 1969)\y Micrurus fulvius tenere (Graham, 1977); estos
informes muestran que tanto el niimero diploide como el patrén de heteromorfismo
en los cromosomas sexuales presentan una gran variacion, existiendo la necesidad de
ampliar estos estudios a otras especies para profundizar en el conocimiento de las
relaciones evolutivas dentro de esta familia.

En Costa Rica existen cuatro especies de la familia Elapidae, todas ellas
pertenecientes al género Micrurus: M. nigrocinctus, M. alleni, M. mipartitus y M.
clarcki. La primera es de amplia distribucion en el territorio nacional (Taylor et al,
1973; Savage y Vial, 1973). Peters y Orejas-Miranda (1970), en su revisién
taxon6mica, plantean la presencia en nuestro pafs de tres subespecies: Micrurus
nigrocinctus nigrocinctus, presente en la region sud-este del Pacifico de Costa Rica;
M. n. mosquitensis, en la region del Atlintico y M. n melanocephalus,
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anteriormente denominada M. pachecoi, con distribucién en el sud-oeste del
territorio nacional. Por su parte, Savage y Vial (1973) sefialan que existen tres
poblaciones dentro de esta especie: I) Pacifico sud-oeste; II) Pacifico nor-oeste y
III) Zonas bajas del Atldntico, basindose en criterios morfolégicos como recuento
de escamas, numero de anillos negros del cuerpo, ubicacion del anillo nucal y
patrén de coloracion de la cabeza; no obstante, estos autores encuentran evidencias
de una intergradacion entre estas poblaciones, anuldndose por lo tanto la validez de
la designacion subespecifica para ellas.

Micrurus alleni presenta poblaciones tanto en el sector Atldntico como en el
Pacifico del pais, aunque su distribucién no es tan amplia como la de M.
nigrocinctus (Savage y Vial, 1973); Peters y Orejas-Miranda (1970) clasifican a la
poblacion del Pacifico como M. a. yatesi y a la del Atldntico como M. a. alleni,
aunque Savage y Vial (1973) tampoco en este caso justifican la designacion
subespecifica por considerar que no refleja el proceso evolutivo subyacente.
Micrurus mipartitus-es una especie relativamente escasa en Costa Rica, con una sola
subespecie: M. m._hertwigi (Peters y Orejas-Miranda, 1970); su distribucién abarca
diversas zonas delipafs, todas ellas ubicadas por abajo de los 1200 metros de altura
(Taylor et al., 1973; Savage y Vial, 1973). De Micrurus clarcki, 1a Gnica coral cuyo
cariotipo no hemos estudiado, s6lo se ha encontrado un espécimen en nuestro pafs
(Savage y Vial, 1973).

En el presente trabajo se describen los cariotipos de las tres serpientes de coral
mas abundantes en Costa Rica, M. nigrocinctus, M. alleni y M. mipartitus, tratando
de ubicarlos en el contexto de la evolucién cromosémica de la familia Elapidae;
también se pretende, con base en el criterio citogenético, participar en el debate
taxon6mico relacionado con la subespeciacion en M. nigrocinctus.

MATERIAL Y METODOS
El ntimero de ejemplares analizados y su procedencia fueron los siguientes:

Micrurus nigrocinctus nigrocinctus: 15 ejemplares, 13 machosy 2 hembras.
Micrurus nigrocinctus mosquitensis: 12 ejemplares, 11 machos y una hembra.
La procedencia de los ejemplares de ambas subespecies se resume en el Cuadro
No 1y en la figura No 1.

CUADRO 1

Procedencia de los ejemplares de Micrurus analizados en este trabajo

Especie Procedencia y nimero de los ejemplares examinados

Micrurus nigrocinctus nigrocinctus  San José, La Uruca (9)*, San José, Escazii (3), San José,
Santa Ana (1), Cartago, Central (1), Alajuela, Naranjo (1).

Micrurus nigrocinctus mosquitensis  Alajuela, Santa Rita de San Carlos (1), Cartago, Turrialba (1),
Limon, Penshurst (7), Limén, Bri Bri (3).

Micrurus alleni Alajuela, San Carlos (1), Limén, Penshurst (1).

Micrurus mipartitus Limon, Talamanca (1),

* El nimero entre paréntesis indica la cantidad de ejemplares de cada lugar.
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Micrurus alleni: Se examinaron dos ejemplares machos, provenientes de San
Carlos y Limoén.
Micrurus mipartitus: Se estudié un ejemplar macho procedente de Limén.

En el transcurso del estudio se utilizaron dos métodos para la obtencién de
los cariotipos:

a)

b)

El descrito por Taylor y Bolafios (1975), basado en la inoculacién in
vivo de fitohemaglutinina (FHA) cruda, obtenida de semillas de
Phaseolus lunatus, y la posterior detencién de la mitosis in vitro con
colchicina, efectuando luego el choque hipoténico con citrato de sodio
al 1%, fijacién con metanol: dcido acético (3:1) y coloracién con
Giemsa.

La inoculacién in vivo tanto de FHA cruda como de colchicina en las
siguientes proporciones: FHA: 0,1 ml por cada 34 gramos de peso
corporal y colchicina, 1 ml de una solucién al 5% por cada 100 gramos
de peso del ejemplar. Las serpientes se sangraron a las 48 horas,
desarrollindose el resto del procedimiento de manera andloga al método
anteriormente descrito.

Los cromosomas se agruparon por orden decreciente de tamafio y se
clasificaron de acuerdo con la posicién del centrémero, utilizando los parimetros
descritos por Begak (1965), asi:

Longitud relativa del cromosoma =

Relacidn de los brazos =

Indice centromérico =

Longitud del cromosoma X 200

Longitud total del genoma (2n)

Longitud del brazo largo

Longitud del brazo corto

Longitud del brazo corto

Longitud del cromosoma

Los cromosomas se ubicaron dentro de tres grupos:
Metacéntricos: relacion de los brazos < 1,5; indice centromérico > 0,40
Submetacéntricos: relacion de losbrazos entre 1,5 y 2,0; indice centromérico
entre 0,33y 0,4.
Acrocéntricos: relacion de los brzos < 2,0; indice centromérico < 0,33

RESULTADOS

M. nigrocinctus: Presenta dos poblaciones cariotipicas claramente discernibles

con base en el nimero de microcromosomas y en la posicién del centrémero en el
octavo par de macrocromosomas (Figs. 2, 3, 4, 5 y 8); por corresponder estas
poblaciones a dos de las subespecies propuestas por Peters y Orejas-Miranda (1970)
usaremos su nomenclatura en la descripcion de los cariotipos:
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a) M. n. nigrocinctus: Al analizarse 89 placas metafisicas, se encontrd que
el nimero diploide es de 26, con 16 macro- y 10 microcromosomas.
Los pares 2 y 3 de los macrocromosomas son metacéntricos, los pares
1,6 y 7 submetacéntricos y los pares 4,5 y 8 son acrocéntricos. Es
notoria la presencia de una constriccién secundaria en el brazo largo del
primer par de macrocromosomas. Las hembras presentan el sexto par
heteromorfico, siendo el Z submetacéntrico y el W acrocéntrico y mas
pequefio (Figs. 2, 3 y 8; Cuadro 2).

b) M n. mosquitensis: Se estudiaron 93 placas metafisicas que evidencian
un cariotipo constituido por 30 cromosomas, siendo 16 de ellos macro-
y 14 microcromosomas. En cuanto a la posicion del centromero, los
pares 2 y 3 son metacéntricos, los pares 1, 6, 7'y 8 son submetacéntri-
cos y los pares 4 y 5 son acrocéntricos. Al igual que la anterior
poblacién cariotipica, el primer par de macrocromosomas presenta una
constriccion secundaria y es evidente el heteromorfismo del sexto par
en la hembra examinada que presenté un Z submetacéntrico y un W
acrocéntrico (Figs. 4, 5y 8; Cuadro 2).

M. alleni: Se analizaron 45 placas metafdsicas y se obtuvo un nimero diploide
de 34 cromosomas, con 20 macro- y 14 microcromosomas; sin embargo, los pares 9
y 10 se pueden catalogar como un grupo de tamafio intermedio entre los macro- y
los micro. Los pares 2, 3, 6, 7, 9 y 10 son metacéntricos; el par 8 es
submetacéntrico y los pares 1,4 y 5 son acrocéntricos, notindose en el primer par
una constriccion secundaria. Por haber examinado sélo ejemplares machos, no se
pudo detectar el heteromorfismo sexual (Figs. 6 y 9; Cuadro 2).

M. mipartitus: Se examinaron 41 placas metafisicas de un ejemplar macho y
se observo un nimero diploide de 34 cromosomas, siendo 14 de ellos macro-y 20
microcromosomas. Los pares 1, 3, 4 y S son metacéntricos; los pares 2 y 6 son
submetacéntricos y el par 7 es acrocéntrico, presentando el segundo par una
constriccion secundaria, aunque no tan notoria como en las dos especies
anteriormente descritas. Al igual que en el caso de M. alleni, por haber estudiado
s6lo un ejemplar macho no se pudo observar la presencia o ausencia de
heteromorfismo sexual (Figs. 7 y 9; Cuadro 2).

DISCUSION

El anilisis de los cariotipos establece claras diferencias entre las tres especies
estudiadas de elapideos costarricenses, M. nigrocinctus, M. alleni y M. mipartitus.
En las otras dos especies del género cuyos cariotipos han sido descritos, M.
lemniscatus (Begak y Begak, 1969) y M. fulvius (Graham, 1977) también se aprecia
este polimorfismo cromosdmico.

En los ejemplares examinados de M. nigrocinctus se encontraron dos
poblaciones cariotipicas claramente discernibles tanto por el nimero de microcro-
mosomas como por la posicién del centrémero en el octavo par de macrocromo-
somas (Figs, 1, 2, 3, 4, 5 y 8). Este fendmeno de variacién cariotipica
intraespecifica ha sido descrita de una serie de plantas y animales, entre los que
destacan la lagartija mexicana Sceloporus grammicus (Iguanidae) con seis pobla-
ciones cromosOmicas diferentes y con zonas angostas de hibridizacion entre algunas
de sus poblaciones (Hall y Selander, 1973); también se ha descrito este
polimorfismo en el mamifero Uroderma bilobatum (Baker, Bleier y Atchley, 1976),
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lo mismo que en algunos artrépodos como Didymuria violescens (Craddock, 1975)
y Caledia captiva (Shaw, 1976; Moran y Shaw, 1977). La importancia que tienen
los rearreglos cromosémicos como factor participante en el proceso de especiacion
en muchos grupos de animales ha sido destacada por diversos autores, entre ellos
White (1968, 1969).

Savage y Vial (1973) basindose en una serie de criterios morfoldgicos sefialan
la presencia en nuestro pafs de tres poblaciones de M. nigrocinctus: Pacifico
sud-oeste, Pacifico nor-oeste y zonas bajas del Atldntico; sin embargo, también
apuntan evidencia de hibridizacion entre ellas, siendo por ende, dichas poblaciones
parapitricas y no alopatricas. Estos autores encontraron ejemplares intermedios
entre las poblaciones del Pacifico nor-oeste y del Pacifico sud-oeste; también
presentan casos intermedios entre las poblaciones del Pacifico sud-oeste y el
Atléntico. Sin embargo, en los ejemplares con patrén morfolégico intermedio que
pudimos examinar citogenéticamente no observamos ningiin cariotipo hibrido y en
todos estos casos el cariotipo corresponde a alguna de las poblaciones cromos6micas
descritas en los resultados. Lo anterior no implica necesariamente que dichas zonas
de tensién o hibridizacién no existan; es necesario estudiar ejemplares de otras
regiones del pafs que no han sido contempladas en este informe con el fin de ver si
aparecen nuevas poblaciones cromosomicas distintas de las descritas aqui; también
se debe examinar un mayor numero de serpientes de zonas intermedias para
observar si existe alguna hibridizacion. La presencia de estas dos poblaciones
cariotipicas dentro de M. nigrocinctus parece ser un indicador claro de un proceso
evolutivo subyacente que hace vdlida la designacion subespecifica; por ello las
hemos denominado M. n. nigrocinctus y M. n. mosquitensis, utilizando la misma
nomenclatura que aparece en la revision de Peters y Orejas-Miranda (1970).

Los hallazgos aqui comentados abren una serie de interrogantes de gran
interés. Una de ellas se refiere al significado evolutivo y genético de una variacién en
el namero de microcromosomas. El tipo de informacion genética contenida en ellos
no se conoce realmente; Comings, Avelino y Becak (1973), trabajando con las
serpientes Liophis miliaris, Clelia occipitolutea y Boa constrictor, encontraron que
no habfa una relacion directa entre el nimero de microcromosomasy la cantidad de
ADN de hombro pesado, aunque plantearon la posibilidad de que cuando ese tipo
de ADN estd presente, se localiza especialmente en los microcromosomas. Por su
parte, Singh, Purdom y Jones (1976) observaron en la serpiente asidtica Pryas
mucosus que en el patrén de bandeo C casi todos los microcromosomas eran
heterocromaticos y que el ADN satélite se ubica fundamentalmente en dichos
cromosomas. Este tipo de ADN ha sido asociado con secuencias repetitivas de
nucleétidos y se ha visto que en raton estd localizado en la heterocromatina
constitutiva (Pardue y Gall, 1970; Jones, 1970). Sin embargo, mientras no se
generalice el bandeo cromosdmico y la caracterizacién y ubicacion del ADN satélite
en una mayor cantidad de serpientes no se puede postular nada con certeza.

Evolucion cromosémica en la familia Elapidae: Incluidos los descritos aqui, se
han analizado los cariotipos de 12 especies y subespecies de la familia Elapidae;
estos datos se resumen en el Cuadro 3. Con ellos es posible llegar a una serie de
conclusiones sobre la evolucion cariotipica en la familia:

Las especies pertenecientes a los géneros Micrurus y Bungarus presentan entre
si més similitud que la existente entre ellas y las tres subespecies de Naja naja; lo
anterior se evidencia especialmente por la presencia de una constriccion secundaria
en todos los cariotipos descritos de Micrurus y Bungarus, no asi en los de Naja
(Begak y Becak, 1969; Singh, Sharma y Ray-Chaudhuri, 1970; Singh, 1974;
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Graham, 1977). Las constricciones secundarias se han encontrado también en
serpientes de la familia Hydrophiidae (Singh, 1972) y se han asociado con el ADN
responsable de la codificacion del ARN ribosomal (Pardue, 1974).

En cuanto a los cromosomas sexuales, la familia Elapidae presenta varios
patrones, teniendo todos en comun que el heteromorfismo, cuando se presenta,
ocurre en las hembras. En Naja naja naja no se aprecia ningin par de cromosomas
heteromorfico (Singh, 1972); sin embargo; Ray-Chaudhuri, Singh y Sharma (1971),
estudiando el patron de replicacion del ADN en esta serpiente, identificaron al
cromosoma W por su replicaciéon temprana y vieron que se ubicaba en el cuarto par.
No obstante, la subespecie Naja naja kaouthia si presenta un claro heteromorfismo
en el mismo par, siendo el Z submetacéntrico y el W acrocéntrico (Ray-Chaudhuri,
Singh y Sharma, 1971). En Bungarus se han descrito los cariotipos de B.
multicinctus (Nakamura, 1935), B. caeruleus (Singh, Sharma y Ray-Chaudhuri,
1970) y B. fasciatus (Singh, 1974). Esta ultima presenta el heteromorfismo en el
cuarto par de cromosomas en las hembras (Singh, 1974), mientras que B. caeruleus
ofrece un singular patrén mltiple de cromosomas sexuales (Z;Z; Z,Z, en los
machos y Z{Z,W en las hembras). Por su parte, los informes de cariotipos de
Micrurus fulvius y M. nigrocinctus muestran un patron similar entre si con el sexto
par heteromorfico, siendo el Z submetacéntrico y el W acrocéntrico y mas pequefio.
No obstante este variado y amplio patrén de cromosomas sexuales en la familia
Elapidae, hay un comin denominador consistente en que el cromosoma sexual Z
ocupa en todos los cariotipos entre el 10 y el 12% del juego cromosémico (Cuadro
3).

Por otra parte, la gran variacién cromosdmica apreciada en las especies del
género Micrurus abre perspectivas muy interesantes para la aplicacion del estudio
citogenético en el esclarecimiento de las relaciones filogenéticas en este género. Se
ha postulado la presencia muy generalizada de algunos mecanismos en la evolucién
de los cariotipos (Morescalchi, 1970); entre ellos tenemos las fusiones y fisiones
céntricas y un tipo de translocacion no reciproca que da como resultado la pérdida
de microcromosomas. Utilizando estos criterios, Micrurus lemniscatus carvalhori
ofrece un cariotipo aparentemente mds primitivo ya que todos sus macrocromo-
somas son acrocéntricos y presenta veinte microcromosomas (Becak y Begak,
1969); M. fulvius tenere, M. alleni, M. mipartitus, M. n. nigrocinctus y M. n.
mosquitensis tienen patrones cromosémicos bastante relacionados entre si; M.
fulvius tenere, M. n. nigrocinctus y M. n. mosquitensis se diferencian en el nimero
de microcromosomas y en la posicion del centrémero en algunos macrocro-
mosomas, destacindose el hecho de que la magnitud de la variacion es muy similar
entre las dos especies y entre las subespecies de M. nigrocinctus. Se puede postular,
por otra parte, que existe una relacion entre el primer par de macrocromosomas de
M. mipartitus vy los pares cuarto y quinto de M. nigrocinctus y M. fulvius ya que la
suma del porcentaje que estos dos pares ocupan en el juego cromosémico total
corresponde con el porcentaje del primer par en M. mipartitus y ésta tiene un par de
macrocromosomas menos que las otras dos especies, de tal manera que esta
diferencia pudo haber resultado de alglin rearreglo robertsoniano.

Sin embargo, para poder formar un cuadro integral se necesitan los estudios
de una mayor cantidad de especies de corales. También es indispensable aplicar las
técnicas de bandeo cromosdmico, asi como la caracterizacion del ADN de ésta y
otras familias de serpientes para profundizar en la evolucion del genomio de este
grupo zooldgico y para aclarar el papel que los rearreglos cariolégicos desempefian
en el proceso evolutivo.
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RESUMEN

Se describen los cariotipos de las tres especies de serpientes coral (Elapidae:
Micrurus) mas abundantes en Costa Rica: M. nigrocinctus, M. alleni y M. mipartitus.
M. nigrocinctus presenta dos poblaciones cariotipicas que corresponden con dos de
las tres subespecies descritas en nuestro pafs: M. n. nigrocinctus tiene un nimero
diploide de 26 cromosomas (16 macro- y 10 microcromosomas) y M. n.
mosquitensis presenta 30 cromosomas (16 macro- y 14 microcromosomas) en su
juego diploide. Las hembras de ambas poblaciones cariotipicas son heteromérficas
en el sexto par de cromosomas. M. alleni tiene 34 cromosomas, con 20 macro- y 14
microcromosomas en su juego diploide. M. mipartitus también presenta 34
cromosomas, pero 14 de ellos son macro- y 20 son microcromosomas. En las tres
especies se destaca la presencia de una constriccién secundaria en un par de
macrocromosomas.
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Fig. 2. Cariotipo de Micrurus nigrocinctus nigrocinctus, macho (2n = 26).

Fig. 3. Cariotipo de Micrurus nigrocinctus nigrocinctus, hembra, (2n = 26) con el sexto

par heteromorfico, siendo el Z submetacéntrico y el W acrocéntrico.

Fig. 4. Cariotipo de Micrurus nigrocinctus mosquitensis, macho (2n = 30).
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Fig. 5.

Fig. 6.

Fig. 7.
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Cariotipo de Micrurus nigrocinctus mosquitensis, hembra (2n = 30), con el sexto
par heteromorfico, siendo el Z submetacéntrico y el W acrocéntrico.

Cariotipo de Micrurus alleni, macho (2n = 34).

Cariotipo de Micrurus mipartitus hertwigi, macho (2n = 34).
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Fig. 8.

Fig. 9.
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Idiograma de los cromosomas de las dos subespecies de Micrurus nigrocinctus
cuyos cariotipos se describen en este trabajo. El eje vertical representa el
porcentaje del par correspondiente en el genoma total.

Idiograma de los cromosomas de Micrurus alleni y M. mipartitus. El eje vertical
representa el porcentaje del par correspondiente en el genoma total.
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