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RESUMEN

En este trabajo me presenta al mejillén Mytilus californianus
CConrad, 1837> como sistema experimental en mutagénesis. Se
escogié dicha especie porque posee las sigulentes caracteristicas:
distribucién geografica amplia, poblaciones grandes, de mane jo
facil, 28 cromosomas y no tiene problemas taxonémicos, entre
otras.

Los resultados principales son los siguientes:

1. Se de=arrollaron dos procedimientos para obtener un namero
elevado de metafases por preparacién de branquias, de tal modo que
ez posible practicar el anilisis de cromosomas con facilidad. Se
abordé ’dlcho aspecto porque era uno de los factores que limitaban
la evaluacién de dafio en cromosomas, lo cual se habia seflalado en
los primeros trabajos con me Jlm:me‘s.

2. Se muestra el cariotipo de cromosomas metafisicos, su analisis
cuantitativo, un cariotipo de alta resolucién con bandas ‘“G” e
idiogramas. Esta parte se realizé porque resulta indispensable
conocer el tamafio, la forma y el ndmero 'de los cromosmomas de una
especie, antes de iniciar cualquier trabajo de evaluacién de dafio
citogenético.

De los cromosomas de M. californianus =sélo se conocia un
reporte del affo 1970, en el cual se mostraba un cariotipo
realizado con camara licida y no se precisaban detalles. En cuanto
a bandas G en bivalvos, se conocian pocos reportes y de cariotipos
con profasicos, hasta donde se sabe, no habia antecedentes en

moluscos.



3. Se realizaron evaluaciones de aberxraciones cromosémicas y de
micronacleos en las branquias de los me jillones de tres
poblaciones de Baja California. Asi también, se examinaron
microntcleos y nGeleos heteropicnéticos en  tubo digestivo de
cuatro poblaciones, tal érgano no se habia empleado anteriormente
con este propoésito. En las muestras de la Bahia Todos Santos se
observé la mayor frecuencia de daffo genético.

4. Se estudié el efecto de la mitomicina C en lax branquias y se
observé una respuesta positiva en la produccién de aberraciones
cromosémicas y microntacleos.

5. Con el propézito de apreciar las posibilidades de que algunas
células de los mejillones pudiera trabajarse in vwvitro, me probaron
varios medios de cultivo con hemocitos y branquias.

Se aplicaron cuatro medios a los hemocitos y se obtuvieron
evidencias de mitosis on cultivo. De estos aspectos no existian
antecedentes. También se probaron tres medio en branquias y se
lograron mantener en buenas condiciones hasta 96 horas, no se
detect.aron evidenciasz de divisién celulax.

El cultivo de las células abre expectativas para el estudio de 1la
mutagénesis bajo condiciones in vitro.

Si se lograra hacer que las células del mejillén californiano se
dividieran de =acuerdo con un procedimiente rutinario, entonces se
podria trabajar el fendmeno de la mutagénesis en tres niveles:
in situ <Cen poblaciones silvestres), in wvivo C(organismos bajo
condiciones de acuarios) e in vitro <células en cultivo). Tal vez

ese esquema de trabajo se alcance en un tiempo corto.



INTRODUCCION

La investigacién en mutagénesis con organismos marinos
principia en la década pasada. Los primeros reportes en los que se
presentan a los mejillones del género Mytilus como sistema
experiment.al son de 1982. En lom trabajos pioneros se mostréd a la
especie M. edulis como modelo promisorico para ese campo del
conocimiento. Sin embargo, a mediados de loz ochenta hubo
controversia acerca de la situacién taxondémica de las poblaciones
del supuesto M. edulis de la costa del Pacifico de América del
norte y a la fecha se supone que en realidad dicha especie no
existe en esa region del planeta. Poszteriormente, otros grupos de
investigacién reportaron al mejillén M. galloprovincialis como
organismo experimental, pero aste es abundante en el mar
Mediterranceo, mientras que en otras partes del mundo sus

poblaciones son esc y ademés se hsan detectado numerosos casos

de hibridacién. En cuanto a M. californianus, se desconoccen sus
antecedentes en oste sentido a pesar de que sus poblaciones =mon

numerosas en el Pacifico de Norteamérica.

BIOLOGIA DE LOS MEJILLONES DEL GENERO Mytilus

En este trabajo se presenta a M. californianus <(Conrad, 1837)>
como organismo de importancia para el estudio del fenémeno de la
mutagénesis. Sobre tal aspecto, existen antecedentes acerca de la
utilizacién de las especies M. edulis y M. galloprovincialis en
dicho campo, sin embargo, hasta donde se sabe, no hay trabajos que
describan y expliquen las caracteristicas que los hacen de interés
para el conocimiento de la mutagénesizs. Es por ello que onseguida

se hace una descripcién breve para aclarar aspectosz basicos



tales ycomo y en donde se encuentran distribuidos en el mundo y
localmente? Jcuales son sSus -caracteristicas taxonémicas y que
problemas tiene su ident.iﬂcaglén.? scual es su importancia
ecolégica y econdmica? scon quienes. se asocian en las comunidades?
Jcuando se reproducen? Se espera que con esta informacidon sea
posible ubicar al organismo, se éntienda algo de él y se pueda
buscar mayor informacién en la lteratura que se cita. La idea de
presentar esta seccidén surge debido a que los mejillones no son
tan conocidos como otros organismos por ejemplo: ratas, ratones o
Drosophila.
GENERALIDADES

Los mejillones, denominados también choros en Baja California
son moluscos que pertenecen a la familia Mytilildae de la clase
Bivalvia, Phyllum Mollusca. Estos Jjunto con las ostras y las
almejas son los bivalvos maAs conocido=s, lo cual se debe a su
amplia distribucién y a su importancia oecolégica, alimentaria vy
economica. Son organismos comprimidos lateralmente y poseen una
concha con dos valvas articuladas dorsalmente por medio de una
charnela (Fig- 1). Son casi siempre sésiles, excepto en estado de
larvas en que son movidos por las corrientes de agua hasta que
ocurre el asentamiento. Dezpuéds permanecen anclados al sustrato,
por medio del biso y asf{ forman colonias. Habitan las =zonas
litoral y =sublitoral, hasta los 46 m de profundidad. El tamafio que
alcanzan es variable y legan a medir hasta 255 mm de longitud. Se
alimentan a través de un mecanismo de filtracién no selectiva, de
particulas en suspensién, de bacterias y de microalgas. El proceso
de filtroalimentacidtn =se realiza cuando el organismo se encuentra

sumergido y abre sus valvas, entonces genera corrientes de agua



Fig. 1. Mejillones Mytilus calijornianus, de  varias  tallas (AD
y decenas de éstos en el ambiente natural (B).



por medio de lo= cilio=z de sus branquias, atrapa log
microorganismos y particulas y después los pasa a los palpos
labiales, la boca y al apearato digestivo (Shepard-Oldroyd, 1978;
Pareés, 1987).

UBICACION TAXONOMICA

TABLA I. Clasificacién taxonémica de los mytilidos,

desde phylum hasta género (De: Keen, 1971).

Phylum Mollusca
Clage Pelecypoda = Bivalvia = Lamellibranchia = Lamellibranchiata
Subclase Pteriomorphia
Orden Mytiloida
Superfamilia Mytilacea
Familia Mytilidae
Subfamilia Mytilinae

Génoero Mytilus

Fue Lineo quién introdujo el nombre Mytilus para designar a
.lo's bivalvos con concha en forma de pera. En este grupo incluyé a
los mejillones y a otros seres de forma parecida, pero gue
actualmente me les clagifica dentro de géneros distintoz a Mytilus
e incluso hasta en familias diferentes a Mytilidae. En la tabla I
se muestra la clasificacién taxonémica de los mytilidos, desde
phylum kasta género (Keen, 1971; Soed, 1976D.

Los mejillones han =sido un tema de controversia inacabada

desde la época de Lineo. El género Mytilus a lo largo de la



historia ha incluido a muchas especiem de diversas regiones del
mundo y de muy variados ambientes. Con el propdsito de ilustrar
tal situacién cabe comentar que Lamay en 1936 <(citado por Seed,
1976> en uno de sus trabajos clasicos cité més de 170 nombres
especificos dentro de Mytilus y aan en fechas reclentes autores
como Santos-Galinde 1977) han sefizlado cerca de 230 nombres de
especies.

Algunas de las especies que reconocié Lamay en 1936 son las
siguientes: Mytilus edulis Linnaeus, 17858, cosmopolita;
M. galloprovincialis Lamarck, 1819, del mar Mediterranso; M.
trossulus Gould, 1850, de la costa del Pacifico de Norteamérica;

M. chilensts Hupe, 1884, de Chile; M. platensis Orbigny 1846, de
Argentina; M. planulatus Lamarck, 1819, de Australla dJdcitado pox
McDonald et ai. 1991).

En un trabajo que sigue =siendo un punto de referencia,
Soot-Ryen (1955), sehlala que la mayoria de los taxa son quizas
solo suabespecies de M. edulls y reconoce cuatro posibles especies
para el género Mytilus: 1) M. edulis Linnasus junto con sus
subespecies geograficas, (2> M. californianus Conrad,’ 3> M.
crassitesta Lischke y tal vez (4> M. giganteus Nordmann. Cabe
destacar que M. californianus es conzsiderado =siempre como especie
indiscutible; asi como lo fue M. edulis =8lo que 6ésta en affos
recientes ha wsido muy controvertida. Soot-Ryen <1958) cita también
a las siguientes subespecies con sSus respectivos  sinénimos:
M. edulis chilensis Hupe, M. edulis platensis Orbigny = M.
canaliculus Dall>, M. desolations Lamy = M. kerguelensis
Fletcher), M. galloprovincialis Lamarck; M. edulis diegensis Coe y

M. edulis planulatus Lamarck. Scot-Ryen (1955) también propuso gque



todas las subespecies de Mytilus edulis podrian ser formas
ecolégicams o gendticamente bien determinadas y mugirid que las
poblacionez separadas geograficamente quiza hubiesen presentado
modificaciones minimas que distinguieran a una de otra.
Recomendé el empleo de nombresz especificos para algunas de esas
subespecies geograficas, aunque no presentaran caract.eres
morfolégicos que las diferenciaran.
En la actualidad tal recomendacién podria discutirse ampliamente
ya que corresponde al pasado, cuando el concepto blolégico de
especie empezaba a consolidarse y a difundirse. Pero el peso de
las observaciones y =sugerencias de Soot~Ryen 1958) todavia se
refle jan en trabajos actuales.

La posicién sistematica de Mytilus galloprovincialis es un '
tema de gran controversia ya que algunos autores lo consideran

como una subespecie do M. edulis, en tanto que otros lo sefialan

como una pecie verdadera. Amb resultan realmente importantes
para ol tema de esta tesis porque han sido tomadas por diversos
autores para realizar los primeros intentos de estudios sabre
mutagénesis en bivalvos. Para aclarar ese problema se han mostrado
diversas evidenclazs que sefialan que la existencia de diferencizs
morfolélogicas, anatédmicas, fimslolégicas y bioquimicas son tan
marcadas que o5 posible ublcar a dichos mejillones en especies
distintas. No obstante otros autores indican que tales wvariaciones
son dependientez de la posicién geografica en donde se desacrrollon
(Seed, 1976). En la década de loz ochenta, en Europa =se hacen
astudlos cromosémicoz tanto de Mytilus galloprovincialis como de
M. edulis y se evidencia que tienen igual nf;mero de cromosomas 2n

w 28) aunque se aprecia una pequefia discrepancia en el par 2



CThiriot~Quievreux, 1984a; Dixon y Flavell, 1986),

En cuanto a las poblaciones denomidadas M. edulis de América
del Norte, también =so ha gensrado una fuerte ocontroveraia de
caracter taxonédmico, porx ejemplo los grandes tratados de
mejillones y de invertebradom refieren a las poblaciones de
California, Estados Unidosx y de Baja California, México, como M.
edulis (Bayne, 1976b; Shepard Oldroyd, 1978; Haderlle y Abbott,
1980>. Sin embargo, desde el punto de vista de 1la Genética
Bioquimica, las poblaciones del Sur de California on vez de ser
Mytilus edulis quiza son M galloprovincialis <(Varvio et al.,
1988; McDonald y Koehn 1988> y me sospecha que lo mismo puede
seffalarse para lam poblacionas de BC. De hecho algunos
investigadores las han referido como M. edulis <(Flores~Biez y
Galindo-Bect., 1989; Garcia~Pamanes, 1900; Galindo-Bect y
Flores-Baez, 1991) v otras veces como M. galloprovincialis
C(Garcia~Pamanes y Paxrés~Sierra, 1990).

Ante - tal situacién lo que parece recomoendable es denominarle
Mytilus sp 6 blen refexrirlo como M. galloprovincialis y seflalar la
localidad de colecta y aclarar que la identificacién es de acuerdo
a Varvio et al. <1988>, McDonald y Koehn (1988) y McDonald &t al.
C1991)>. Otra opcidén ex designarle como el M. edulis putativo hasta
que se resuslvaa el problema taxontmico de manera definitiva,
quiza a través de una rocunién de expertos en la que se llegue a un
acuerdo quo mea publicado. Esto se sugiere porque los mismos
autores que han trabajado con loz mejillones Mytilus edulis y M.
galloprovincialis desde un aenfoque genético-evolutivo, indican que
aungue =se puaden aprociar ldneas evolutivas distintas, no se puade

concluir ain su situacién taxondmica. Un punto a destacar aqui es



que la especie Mytilus californianus no entra en la discusién ya
que es facil de identificar por medio de las caracteristicas de la
concha (McDonald et ai., 1991).

Por otro lado, ademss del género Myiilus existen otrom cuyas
especies bhan sido designadas en mas de una ocasién como mi
correspondieran a Mytilus; tales géneroz son: JAdulocomya, Pernar
Crenomytitus, Choromytilus, etc. Algunas especles de Crenomytilus
son a veces demignadams Mytilus grayanus Dunker = M. dunkeri Reeve;
Choromytilus tiene especies gque son =inSnimo de Mytilus chorus
Molina y M. meridionzalis Krauss; Mytilaster incluye a una especie

que ha sido denominada como Mytilus minimus Poli, tal nombre se ha

utlizado a vecem para un grupo de mejill muy pequefios. Otro
género es Hormomya que incluye a mejillones que en ocasiones =se
han nombrado Mytilus variabilis Krauss; Hormomya también ha =ido
conuiderado como un subgénero de PBrachidontes. Este daltimo,
a su vez, también presenta especies que tienen sindnomom de
Mytilus, por ejemplo Brachidontes adamstanus = Mytilus stearnsi;
B. semilasvis = M. multiformis, etc. (Keen, 1971).

Tal situacién =élo indica un problema enorme dentro del grupo
ya qua los cariterios para identificar a loz organismoas ¥
asignarles un nombre empecifico en muchos casos son discutibles y
no se logra, por conzsigulente, uniformidad. En otros casos los
criterios empleadoszs por los distintos investigadores son lom
mismos, poero estos resultan insuficientes o bien, poseen un valox
taxondémico reducido y generan ruido en la informacién. Otro hecho
en que aan oexistiendo ya herramientas que han demostrado ser de
gran utilidad como las técnicas de Citogendtica a nivel de bandas,

tanto de cromosomas profasicos como metafi=zicos, las de marcadores



moleculares y laz inmunolégicas, éstas todavia no se aplican en
todos lom problemas taxondmicos, quizé por ser recientes. Algo que
s puede comentar es3 qua las pruebas comentadas no siempre son
definitivas, por lo que es conveniente agregar caracteristicas
morfolégican, fimiolégicas, ecolégicas y de comportamionto
reproductor, para asi tener un panorama dque rebase el aspecto
estrictamente taxontmico y se alcance un nivel de Sistematica, el
cual brinda mayor poder de resolucién.

A pesar de la existencia del problema de la desmignacién de
las e=mpecies, lo que ello indica es que muchas, pero no todas, las
poblaciones, razas, subespoecies y especies que se han agrupado en
el género Mytilus estaén emparentadas, Lo cual hace que los
mejillones sean considerados como organismozs de un alto valor para
lo trabajos experimental y do campo en Biologia, porque los
ejemplares colectados en laz costasm de México, Estados Unidos,
Canadd u otroz paises, tienen muchss posibilidades de responder

igusl a diversos sgentes ambientales y atn a contaminantes.

DISTRIBUCION GECGRAFICA

Existen wvarios factorem gque controlan la distribucién de lom
me llones, tales como !a salinidad extrema y la disponibilidad de
sustrato; pero el que en principio controla la distribucion de
todos los organismos marinos, incluso la de los mejillones, es la
temperatura. Esta puede afectar la supervivencia de laz larvas y
los adultos, el comportamiento reproductor normal y los procesos
da la metamorfosis. La mayoria de las especies de mejillones

viven en un intervalo plio de ¢t peraturas, pero el en el que

pueden reproducirse ez estrecho.

10



Aquellass especiss que realizan todas =mum funcionss de manera
normal dentro de un amplio rango de temperatura son commopolitas
en su distribucién, a diferencia de las que tienen un intervalo
pequefio que comdnmente estan resztringidas a clertas localidades.

El género Mytilus es un grupo estupendo para estudiarse
geografricamente porgue suzm organizmos son smésiles la mayor parte

de su vida, excepto en loms primeros estadios del desarrollo y

también porque =se establecon en la zona int wareal y d

P

ob varse facil teo.

La especie M. edulis y el complejo de especiem o wmubespecie=m
relacionadas que atn estan en discusién, =me distribuysn en lam
aguas boreales y templadas tanto en el hemisferio norte como en el

sur. Sin embargo, otros autores que indican que M. edulis em una

pecie verdadera y discriminable de otras, sefalan que =zu
distribucién esmtaA limitada al hemisferio norte. La opinién mis
¢eneralizada propone que o8 cosmopolita. Se le puede localizar
desde Canadié hasta las costas de Carolina del Norte, en el océano
Atlantico. Se muponia que M. edulis también existia en @l océano
Pacifico, demde el Artico de Canadé hasta Japén y Baja California,
México, pero de acuardo con algunos trabajosm de la dGltima décade,
esas poblaciones corresponden a M. galloprovincialis C(McDonald y
Koehn, 1988; McDonald et al.,, 1991).

A M. edulis también se les puede obmorvar en Groelandia y en
el mar Blanco de Rusia, solo que en muchas localidades sus
colonias se ubican en @] subltoral. En Europa ests distribuido
hasta el mar Mediterréneo. En zonam como Siberia no se le ha
detectado. Las subespecies M. edulis chilensis y M. edulis

platensis se encuentran en las costas oceste y este de Sudamérica,

11



respectivamente. M. edulis pl tat estAd pr te en Australia y

Nueva Zelanda vy M. desolationis en las Islas Kerguelan (Seed,
1974; 1976). De acuordo con MaDonald et al. (1991> lom mejillones
de Australia y Nueva Zelanda quizd =mon M. galloprouvincialis; asi
miszmo ratifican que los de Sudamérica zon M. edulis.

Mytilus edulis contrasta su distribucién commopolita con 1a
de M. californianus que esta confinada a la coata oeste del
Pacifico del Norte, domsde las islas Aleutianam, Estados Unidos,
hasta el sur de Baja California, México.

Pox su parte Mytilus galloprovincialis mze ubica
principalmente en los mares Mediterréneo y Adristico; en regiones
comoe el norte do Francia, el surceste de Inglaterra, en Italia,
Espafia, Portugal, Hong Kong, sureste de Africa, sur deo California
(Seed, 1976; Skibinski, 41983; Grant. y Cherry, 1989; Pasantes ot
al, 1990; McDonald, ot al, 1991D.

Barsotti y Meoluzzi <1968) proponen que M. galloprovincialis
deriva do M. edulis y =sofialan que la diferenciacién se favorece
con el clima calido dol Mediterraneo, qua es la regién on donde se
encuentran las principales poblaciones des M. galloprovincialis,
Quiza es la temperatura la que constituye una ldmitante que
reduce el contacto entre las dom especies, ya que M. edulis =se
desarrolla preferencialmente en regionos con clima templado. A
pesar de ollo oxisten =Zonasm en donds sus poblacionss comparten
espacio y parece mar gua interocambian gametos vy genes, asi forman
poblaciones hibridas; tsles zZonas comprenden parte de la costa del

Atlantico y del cana! Inglés. Si =e produce el flujo de genes

entre ambas poblacic , © P tas empeciemw: entonces no se

A

cumplen los requisitos para queo danomi pecie: en el

12



sentido del concepto biolégico, ya qua éstaz deberian pr tar

aislamiento reproductor y por lo tanto no intercambimrian cgenes.
Este puedo mer un punto de dimcuoién amplia.

Existen varios nmejillonss y organismos relacionadom de lo=z
que Se conoce poco, talem como: Semimytilus, Crenomytilus,
Choromytilus y Aulocomya. Todow ellos son del hemisferico sur en
donde hasta haco poco no =e les explotaba comercialmente. Ast
mismo estan M. edulis acoteanus localizada en Nueva Zelanda y M.

smaragdinus en India y el sureste do Asia (Seed, 1976).

DISTRIBUCION LOTAL

Mytilus =eo encuentra principalmente en las zonam litoral y
sublitoral, aunque ocasionalmente me le ha detectado en aguas
profundas. Se le puade locziizar tanto en zonas con fuerte olsaje
como en lugares protegidom, esth adherido a muchos tipos de
sustratos entre los que cabe citar: rocas, conchas, maderas y
arena compactada. También me pueden adherir con su bizso a barcos,
postes de los muelles y muros. Lom organismos del género Mytilus
viven en cualquier sustrato qus exista en la costa. No obztante,
lam comunidades en donde alguna especie de Mytilus sea Ia
dominante estén generalimente en playns oxpuestas a las olas o bien
en smitios resguardados pero con mucho movimiento de aguas, aht
algunas veces hasta llegan a reemplozar a lom balanos.
Los patrones de distribucién local pueden variar en ambientesm gque
aparentemente son iguale® on condiciones fisicas, por lo que se
supone que tales factores no =zon lom Gnicos responsables de la
dist.ribucién, gquedan por conwiderarse a otrow tales como:  la

disponibilidad de alimento, lomz depredadores, factores genéticos y
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la migraviém, que harian pomibie el eventual asentamiento de
organismos provenientes de colonias vecinasm.

En cieortas regionms joz Mytilus edulis no toleran vivir fuera
de las =zonas protegidas ni tampoco en las playas abiertas
dominadas por los fucocideos dJ(planta marinad y =mol te

LSeay

en forma de colonias en estuarioz y lagunem costeras. Ez un tanto
incierto el papel que desempefian lom fucoideos como inhibidores
dol desarroilo do lan larvas y de su asentamiento. Asi mismo es
desconocido si limitan la supervivencia de los adultos o =i
inhiben su comportamiento reproductor. Clertas plantas del género
Ascophyllum forman un follaje o cubjerta y abajo de e¢lla pusden
proliferar Ilos mejillones da la eomspecie M. sgdulis en lagunas
costeras.

Algunos autores han abordado el problema de la distribucién
local de Mytilus, que es tan erratico @ Iimpredecible, que han
sugerido diversas explicacionoz que comprenden a varios de los
factores citados anteriormaente, hacen dénfamsim en la accién de los
depredadores de la parte baja del sublitoral. En el extremo
suparior del lMtoral, los agentes qus conmideran mas limitantes

son: la exposicién al aire, al caloxr v a 1a conzscuent.e

deseaacién, pecial te c ol lo: mejillones son Jjuveniles. La
proteccién contra la desecacién depende de maltiplem elom-nt.oﬁ
uno de ellos &s el tipo de sustrato al que estan adheridosz. Esto
@s importante porque no es lo mismo una roca con grietas y hoyos
en donde qgueda retenida el agua, que un sustrato formado por arena
comprimida en donde pricticamente no =me retiene el lguido. El

tamafio del organimmo también ez relevante porque un animal grande

tiene mayor capacidad para ret el sg que uno menor. Otrosz
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aspectos que permiten qus pueda soporter la desecacidén son algunos
inherentes de la pobiacién y de la comunidad, por ejemplo en una
poblacién con una dencidad alta ze mantendra mas humedad Y por masn

tiempo que en otra con donsidad menor, en una con muchos

or

gand gr d habra m&m humsdad que en otra conformada por
tallas chicam. Azf también la desecacién podra aer mejor tolerada
en una comunidad rica en especies que en una pobre on oste
agpacto. Una comunidad gque incluya poblaciones de mejillones, de
¢asterdpodom, de algas y de otros gruposm, tiene gran capacidad

para retenar al sgua y también preszmenta mayor pozibilidad para

\? me@ ha da, con la aportacién parcial de cada uno de lom

individuos; lo cual no ocurre bajo condiciones de diversidad
oscCaRa.

Vermeij y Dudley <(1983) han zefialado algunos mecanizsmos
contra la desecacién que muestran clerteosms bivalvos dulceacuicolas.

Loz mejillones también prementan variosm d contra la

desecacién, particularmente log gque ocupan la zona intermareal.
Entre talss adaptaciones =me pusde indicar la presencia de maGsculom
aductores fuortes que les permiten cerrar sus valvas con bordesm
limom. El c¢lerre om hermético, debido a que los bordes de Ilam
valvas eatén cublertosm con una secrecién semiblanda que produce el
mant.o (¥Yonge, 1976).

Tal vez algunas de las caracteristicas que les permiten
sobrevivir en condicionez de desecacién periédica y frente a lom
depredadores, zean de orden genético. Ezto sme sugiere con base en
las diferencias alélicas detectadas en poblaciones que ocupan los
niveles intermareal alto, medioc y bajo Koeshn, 1983). Por su parte

Paine C1976> ha demostrado experimentalmente que en los mejillones
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VARIACIONES GEGGRAFICAS EN LA REPRODUCCION

BExdsten registrom de diversas partes del mundo para el
aspecto reproductivo de lom mejillones. Sin embarge esos datos
fueron tomadom de acusrdo con criterios que on ccasiones
resuitaron distintos, por lo que ez conveniente considerarlom como
una aproyximacién. Este aspecto tiong relovancia para @1 propédsito
del trabajo que aqul ze presenta, porque algunos de losm primeros
reportes sobre la utilidad de lom mejillonas como smistema de
prueba on mutagdénosin =e hicleron con cigotos y embriones de poaas
aélulag, de la supussta espocie Mytilus edulis (Dixon, 1982;
Harrimon y Jons=z, 1982). Existen algunas interrogantes 'uobre taleg

pruebeax, por ejemplo Jseria posible gque dicho procedimiento =mea

pleado de a rutinaria? pues quiz&4 no, porque =élo podria
emplearge en la dpoca de mprodt_mctdn. Ahcra bien, aqui resulta
imprescindible conccer on que temporada sSe obtiensn gametos
maduros, paxra luego lograr los ambriones. Otra de las
interrogantes ez Jla época de reproduccién ogurre en el mimmo
tiempeo on diverzas poblaciones del mundo? o bien Jcusles
poblaciones coinciden on época? A las preguntas anteriores se auma
otra: gme empled raalmente a M., edulis 7?7 que es la que reportaron
Dixon <1982 y Dixon y GClarke (1982) en Inglaterra y Harrison vy
Jonaes (1982) en California. Parece ser que on California no so
trabajd con M. edulis, mino mamz bién con M. galloprovincialis o
con un hibride de tal especie con M. irossulus, esto es sugerido
por wuna serie ds trabajom =mobre Genstica de Poblaciones y
Evelutiva do loz mytilidos de Rorteamérica y de otrom lugares dal
mundo CMcDonald ot al., 1991), en donde no se deteata a M., edulis

en Tomales Bay, Galifornia, que es @l sitioc donde se colectan

17




los organizmos que trabajan Harrison y Jonem (1982). En cuanto a
lasxs poblaciones de Inglaterra, ahi 60 han detectado a M. edulis y
a M. galloprovincialis, asi como a sua hibridos, por 1lo que
resulta dificil saber con certeza que especie smo estudlé.

En loxz parrafoz sigulentes se describe de manera global la
variacién que existe on cuanto a la época de reproducciétn de lom
me jillones en diversos lugarem dsl mundo.

Loa datos indican que en el hemisferio norte los organismos
Mytillus edulis de las aguas mas tiblas (18-20°C) expulsan los
gametos (desove) maé= pronto en el aflo, quo los me jillones de =Zonas
frias <10-12:0), que en general estan al norte. En Plymouth,
Inglaterra, el desove ocurre primordialmente en lo® mesex de enero

a marzo y en menox grado de marzo a junio. En otros lugares de

Inglaterra como Conway y Liverpool dicho fend se reali entre
abril y junio.
En Irlanda, en sitios como Cromaine y River Boyne la reproduccidén
se presenta desde marzo a junio, pero en otrosms lugarems como las
lagunas: de Belfagt, aunque =me produce el desove de abril a junio,
éste también pusde ocurrir desde el verano hasta noviembre.

En el mar Blanco, €(ex URSS), lom organismos se reproducen
desde mayo hasta octubre, pero principalmente desde julio hasta
principics ds geptiombre, on Oroolandia en octubre, en Finlandia

de mayo a jumnio, lo mismo =mucede en algunom 1} ex de Di ca

o

como Limf jord; pero en otram regi de Di ca como The Sound

puede daorse desde mayo a Junio, con perfodos adicionales en
septiembre y octubre. En Alemania lam larvas son abundantes de
abril a diciembre, pero principalmente de abril a Jjunio. En

Francia el pexriodo de reproduccién es muy amplio; algunos reportes
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sefifalan desoves tempranos eh eneroc y febrero, pero con desoves

masivos en marzo y abril y posteriormsnte la expulsién de gametos

80 pr ta do a parcial durante mayo y junio. Para Espafia me
cuenta con doz temporadaz registradas, una es de abril a mayo y la
otra de noviembre a enero. En Estados Unidos, en la costa Este
ests reportado quo el desove acontece en mayo en Long Ismland y que
en Woods Hole empieza on fobrero y termina en agosto, mientras
que en el Pacifico, me eatima que la reproduccién se realiza de
noviembre a febrero en la cogta de California (Seed, 1976>. Y para
Baja Cdalifornia =me tiene registrado que sme lleva a cabo en esa
misma época (Parés, 1987). La informacién antes citada ha sido
referida para Mytilus edulis.

Por otro lado, para M. californianus se ha registrado que en
Ensenada, en el ejido Eréndira, los desoves ocurren durante todo
el afio, con épocas de intensidad m&dma en Jjulio-agosto, diciembre
~enero y abril~maya.

Aqui cabe aclarar y reiterar, que la informacitn asefialada
para Mytilus edulis pueds ser un tanto incierta dado que durante
la década de los ochenta y en los noventa, me eostudiaron muchas
poblacionem del mundo con el fin de aclarar algunas dudas de
caracter taxondémico. Se suponia que algunas poblaciones
denominadas M. edulis podrian estar bien identificadas perc que
quizé otras fueran M. galioprovincialis o M. trossulus o bien
hibridas de dichas especiez. En un trabajo reciente McDonald et
al. <1991), sefialan que lom mejillonesz oxtudisados desda un enfoque
de andlizsiz de alozimas y/0 de conchas, que provenian de
Dinamarca, el mar Blanco y el noreste de Estados Unidos,

pertenecen a M. edulis. Lo=m colectados en Italia, Espalia,

19



el grado de remistencia a jloz dopredesdores como laz estrellas de
mar, estA relacionado con el tama®o y el grosor del masculo
aductor, y exisaten ovidencias que indican quo dicho ramgo es
horaedable.

La distribucién vortical de loz meajillones o3 muy parecida a
la de otrom organizmom dol litoral, ¢sta ez méxxima en les costasm
con gran oleajs. Loz animales requieren de un minimo do energia
para poder llevar a cabo de manera normal su metabolismo basal y
éste puedse estar limitado por las concentraciones de oxigeno. Por
lo tanto se considera que la condicién de oxigenacién del agua e=m
un factor que restringe la ponatracién vertical de loz me jillones.

A partir del estudic de les interaccionss entre los

mejillones M. californianus y la supussta pecie M. eduliz eon las
costas de CGaliforniz, so ha uagadg a inforir que el incremento on
las poblaciones de M. edulis promueve la colonizacién de ambientos
menox favorablos como aguellom en donde no hay mucho movimiento de
agua. Con tales intentos de colonizacidm me ponen a prueba muchos
tipox de combinacionom génican y quizAd algunas de éstas confieran
a lom individuom caracteristices que les permitan establecerse
como poblacionez permanentos, gque con ol tiempo lieguen a
diferenciarze de las que les dieron origen (Seed, 1976).

Las poblaciones de mojillones que = ia focha =e han eatudiado
mediante marcadores genéticon han mostrado posoer gran
vavriabilidad, lo cual representa una fuente onormo de posibles

combinaciones génicas (Koehn, 1983).
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Portugal, Sur de California y Hong Kong mze sgrupan dentro de
Mytilus galloprovincialis. Los organismos de Oregon, la costa
del Pacifico de Siberia y lom del mar Baltico, corresponden a M.
trossulus.

En sus muestras esncuentran que coexisten y forman hibridos
M. edulis y M. galloprovincicalis en Inglaterra y Francia, M.
edulis y M. trossulus on el este de CGanada y M. galloprovincialis
y M. trossulus en el norte de California.

ESTRUCTURA DE LA COMUNIDAD

Desde hace poco maw de dos décadas se empezaron a realizar
estudiox sobre la descripcién de la naturaleza y la dinamica de
las interacciones que =me genoran al interior de las comunidades
donde estan presentes los mejillones C(Paine, 1974).

En las poblaciones de mejillén em notable la ausencia de una
digtribucién polimodal en la distribucién por tamafio. Tal vez esto
ae debe al periodo largo de reclutamiento, Junto con la
variabilidad en la tasa de crecimiento de los individuos. A lo
anterior me le pusde sumar el crecimiento lsnto de la mayoria de
laz poblaciones, especialmente aquellas en donde muchos individuos
pequeffos =se encuantran adheridos al bimo u otram partes de los
organismos mayvores. Bajo talem condiciones e producen con
frecuencia poblaciones en donde abundan los individuos pequelios.

Otra =situacidén que llama la atencidn y se desconoce la causa,
es que en algunas poblaciones de mejillones persisten a lo largo
del affio los organismos pequefios. No se sabe si son juveniles

verdaderos o enanos, de ocurrir esto Gltimo seria importante el

conocer st el fonémeno ez causado por d intxri = de

los organismos o =i son ambientales. Por ejemplo, si algGn
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organismo de la comunidad, como puede mer un alga, libera clerta
molécula inhibidora del crecimiento o =i el sustrato o el agua
contienen algan agente téxdco. En contraste con las poblacionea
antes =mefaladas, eximten otram en laz que abundan individuos
grandes, mientras que los pequefios =on escasos. Dicho fenémeno
puede gmer oxplicado =1 sme supone que me produce un crecimiento
rapido en los organismos asi como que se presente una mortalidad
selectiva. Existen otrasg explicaciones posibles, pero todas
requieren de corroboracién experimental (Sead, 1976).

El reclutamiento anual es muy dificil de seguir en lo=
mejillones porque el tiempo y 1la iIntensidad del desove =son
impredecibles. Se ha mBugerido gque lam fluctuaciones en a! tamafio
de lag poblacionoes me dabe a los cambios en la disponibilidad de
alimentos. Otra caracteristica que =me ha relacionado con lo=
nutrientes es la =situacién de las poblaciones que integran
coloniaz irregularesm eon forma de parches en lam playas y costas,
donde sme ubican en una miltitud de =sustratosm. Hay evidencias que
indican que lom mejillones envriquecen el ambiente en donde =se
establecen. Por su gran capacidad para retener 1la humedad vy
biodepositar materiales, permiten que otras ospecies también
tengan acceso al litoral, lo que de otra manera seria dificil.

Existon dentro de laz comunidades alsunos depredadores de
me jillones, talem como: asteroides, pulpos, caracoles, cangrejos
y aves, En el sur de California se localiza un pegquefic cangrejo
de 2 a 4 cm, Cancer antennarius qua pusede comarse por dia de B a
7 individuos de M. edulis d(que en Ila actualidad han sido
designados como M. galloprovincialis), pero en cambio mélo de 2 a

4 individuos de M. californianus. La diferencia se encuentra en la
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concha y en la adherencia sl sustrato; los M. galloprovincialis
tienen una concha dolgadia y lsma, y estan debilmoente unidos,
mientras que los M. coalifornianus poseen una concha gruesa y
dspera y estan fuertemente pegadoz al =sustrato. Los mismos
cangrejom C. antennarius amt como Pachygrapsus crassipes prefieren
a M galloprovincialis que al pequsfio mejillén Septifer bifurcatus
que tiene una concha dura y estéa bien adhorido al sustrato
(Vermelj, 1980>. En las =zonas templadas y polares las aves del

cénero Haematopus cc id com t.e como atrapadoras de ostras,

porque comen bivalvos, son comaideradas como unos de los
principales depredadores de lom mejillones y Ilas ostras. A partir
de un estudio sobre el comportamiento alimentario de tales aves se
Nagd a la conclusién de quo 1la vulnerabilidad al ataque depende
del tamafio de los bivalvos (Hartwick, 1976).

Las estrellas de msx» son también depredadores importantes de
loz mejillones, pero éstos han dosarrollado algunos rasgos que les
poermiten resiztir la agresién, entre lozs que =e encusntra su

masculo aductor, que oz fuerte. Se ha 4 t.rado 1 tal te

P

que los mejillones M. edulls de Dinamarca, que presentan un

mGsculo aductor relati te grande, son depredadom con mayor
loentitud por la estrella de mar Asterias rubens que los organismos
de la misma especic provenientes de Inglaterra que tienen un
mGasculo menor. En el Pacifico norte el mejilléon M. coalifornianus
alcanza tallas tan grandes quoe no puede =mer depradado por la
estrella Pisaster ochraceus que ataca principalmente organismos de
tallas chicas. No obstante, en el sublitoral =se han observado
Pisaster de hasta 2,600 ¢ qua =mon capaces de abrir mejiliones

Mytilus californianus de hasta 255 mm, que son los mas grandes,
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pero loms consumen con lentitud (Paine, 1976).

Loz datos anteriorem sobre la cadena tréfica que =e presenta
en lam comunidades do mejillones, aon de Interés para este
trabajo porque loz mejillones, que son consumidores primarios,
son a su vez flitroalimentadores capaces de bicacumular a loms
contaminantes en grandes cantidades y bioconcentrarios en varios
ordenes de magnitud superior a la concentracién del agua del
ambiente. De tal forma que sus depredadores al comerlos
incrementan tal concentracién on asus tejidos y =e exponen a

mayores riesgos.

23



GENETICA Y EVOLUCION

El género Mytilus se originé entre los periodos Jurasico y
Devénico (Seed, 1976). A partir de entonces surge como uno de los
grupos biolégicos més cosmopolitas y se inicia su dispersién y
diversificacién, hacia mucha: de las costas del mundo. En aese
sentido algunog autores han sugerido que la especie Mytilus
galloprovincialis se separdéd do su ancestro, que también lo es de
Mytilus edulis, tal vez desde el Pleistoceno en el mar
Mediterraneo. Desde ahi extondié su distribucién hacia el norte
hasta alcanzar las costas del Atlantico en Europa occidental
CGosling y McGrath, 1990).

En cilertas zonas de las costam de Inglaterra, Irlanda y
Francia existen poblacionas de mejillones hibridos de las especies
M. galloprovinctalis y M. edulis, lo cual ha permitido plantear la
interrogante de que hasta que [.>unt.o pudieran considerarse dos
verdaderas especies.

Tradicionalmente esos organismos se distinguen por ia .forma
de la concha y el tiempo de desove; lo cual ha generado
controversias. Por elo, distintos autores buscaron otros
caracteres que tuvieran un valor de diagnéstico elevado, tales
como loci de diversas enzimas por ejemplo: cctopina deshidrogenasa
<€Odh>, esterasa~D CEst.-D> y loucina aminopeptidasa—-1 <Lap-1>
(Skibinski 1983; Gardner y Skibinski 1990>.

A pesar de tal intento, no ha =sido posible la identificacién
de un locus totalmente diagnéstico, esto es que la distribucién de
sus frecuencias alélicas no =e sobrelapen‘ (Gosling y McGrath,

1990D.
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A partir de los datoz obtenidos sobre sus frecuencias génicas
se han podido establecer los valores de identidad y de distancia
gondtica y ellos sefialan que algunss poblaciones de Mytilus edulis
y M. galloprovincialis emtén tan préximas como pusden estarlo las
subespecies de otros invertebrados. FPor otra parte, es conocido
que en diversas reglonez de Europa no seo dscrimina a M.
galloprovincialis de M. edulis, de hecho se log considera como de
la misma especie. Ahora bien, en Irlanda es mas coman localizar a
M. galloprovincialis en lax Zonas expuestas y es en tales lugares
en donde se encuentran mezclados los individuos de dicha espocie
con los de M. edulis y sus hibridos. En tanto en los lugares
protogidos, es mas facil detectar a M. edulis <(Gosling y McOrath,
1990).

Por su parte Gardner y Skibinski <1990>, al estudiar a las
empecies citadas anteriorment2 y a sua hibridom, en las costas de
Inglaterra mediante el andlisis do los loct Est-D y Odh y al hacer
la correlacién deo tales datos con el tiempo de desove, encuentran
zonas en donde ambas esmspecies coinciden por tiempos prolongadom,
hasta vasios meses, en la reproduccién. Lo cual muestran que entre
tales poblaciones no =moe presenta un mecanismo de aislamiento
reproductor temporal. Pero ello no =mignifica que en otros lugares
ocurra lo mismo, de hecho los hay y muy préximos, citados en eze
mismo estudio, en los que existe coincidencia molo en una parte
breve del tiempo de roeproduccién, 1o que disminuye 1ax
posibilidadas de formacién de hibrido=.

A partir de la informacién secfialada y de otra existente sobre

M. edulis que es la mas cosmopeolita y que indica que las distintas
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poblaciones del mundo muestran diversas épocas de reproduccién
CSeed, 1976), me puede inferir en que el tiempo de desove puede

estar influenciado por factores tanto gendticos como ambientales.

En un intento por esclarecer como se pued establecerz

algunas correlaciones entre la estructura genética de las
poblaciones y sus ambientes, Gartner-Kepkay et al. (1980) estudian
cuatro poblaciones de M. edulls en la costa del Atlantico da
Canadd. En ellag revisan cuatro 1loci que son: 1) LAP-1, 2
Peptidasa-2, 3> POI y 4> POM y detectan gue el locus LAP-1 posee
tres alelos comunes en todaz las localidades, que son designados
LAP~1ve, LAP~1900 y LAP-1pé. De émtos, LAP-1ce resulta ser el mas

bundant.e que sus frecuencias varian de zona a zona. Un dato

relsvante ez que en todas las poblaciones se encuentra un elevado

o de h cigotos, que =me atribuye a 1la sgeleccién propiciada
por facgtores ambientales. Con la informacién recabada de Jjom
cuatxro lugares me forman dos pares de poblacicnes constituidaz a
partir de su similtud gendtica y de la =semejanza de sus
caracteristicas ambilentales. Exsto sugiere que 1a estructura
gendtica de las poblaciones de Mytilus edulis puede ser similar en
lugares distantes, siempre y cuando =ge presenten ambientes
parecidos.

Ea evidente que eaen el género Mytilus existen algunas
poblaciones problematicas desde @l punto de vista taxondmico, pero
también parece claro qgue hay especies identificables, entre las
que destacan M. edulis, M. galloprouvincialis, M. californianus vy
‘M. trossulus. De ellaz la mas estudlada es M. edulis que quiza

tiene algunas subespecioz en lugares muy distintos a su centro de
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origen y que tal wvez también son diféront.es en un sentido
ecolégico. Esto es posible dada su amplia distribucién por ejemplo
loz mejillone=s de Chile, Argentina, Islas Falkland €(o Malvinam) y
las Islas Kerguelen poseen alelos caracteristicos de tres de las
especies del hemisferio norte, excepto de M. californianus, pero
dichas poblaciones del hemisferio sur =on mas parecidas al M.
edulis del norte, por lo que se les ha incluido tentativamente en
dicha especie, aunquae en su morfologia sean intermedias entre M.
edulis y M. trossulus.

Por su parte los mejillones de Australia y Nueva Zelanda son
siimilares en frecuencias alélicas y caracteres morfolégicom a M.
galloprovincialis del hemisferio norte. Ahora bien, se han
detaectado fésilex de Mytilus sp en Australia, Nueva Zelandm y
Sudamérica, lo cual sugiere que tales poblaciones pueden ser
nativas, mas que introducidas por el hombre (McDonald et al.,
1991).

En la costa del Pacifico de América del Norte, sme encuentran
poblaciones de Mytilus que por mucho tiempo se denominaron M.
edulis C(Ahmed y Sparks, 1970; Tracey et al., 1975; Bayne, 1976b;
Shepard Oldroyd, 1978; Haderlie y Abbott, 19805, pero de acuerdo
con datos recientes, obtenidom a partir de analisis morfométricom
de mus conchas y de diversoz loci enzimaticos, aparentemente no
existe dicha especie, por lo menos no ex el tipico M. edulis de la
costa del Atléantico. Las poblaciones analizadas del Pacifico norte
parecen correaspondex a las especies M. trossulus y M.
galloprovincialis. Y tales especies forman hibridos en el norte de

California (McDonald y Koehn, 1988; McDonald et al., 1991).
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Algunos autores han seffalado que M. californianus y el
mejillén, que por mucho tiempo me denominé M. edulis, pueden
coexizstir en =mitios préoximos a las deoesembocaduras de rios y
arroyos, pero no se cuenta con registros de hibridos, lo cual hace
pensar que =i se legan a presentar son escagos y no constituyen
poblaciones importantes, a diferencia de lo que ocurre en Europa
con los hibridos de M. edulis y M galloprovincialis <(Ahmed vy
Sparks, 1970; Tracey et al., 1975).

La identificacién faci! de M. californianus y el hecho de que
no existen evidencias de que fTorme hibridos interespecificos,
hacen que dicha espacie sea atractiva desde el punto de vista
experimental. Por otro lado, se mabe que otras especies de Mytilus
estan muy préximas filogenéticamente, lo que también es de interés
experimental, porque =ignifica que =1 se trabajara con alguna de
ollag en Baja California, México, entonces tal vez dicho=
resuwltados pudieran reproducirse tanto en otras poblaciones de la
misma especie como de especiems distintas. Desde luego =me t.andrta
que comprobar que la sensibilidad deo las espécios a los mutagenos
fuera similar.

Desde un enfoque citogendtico mse conoce un solo reporte
amplio de Mytilus californianus en el cual se determina e! nimero
cromosémico diploide de 28 a partir de observaciones realizadas en
ovocitos fecundados y en embriones de pocas células <CAhmed y
Sparks, 19705, En age traba jo se muestran los cariotipos
realizados con camara ltcida y se indica que los tipos de
cromosomas son: tres pares de acrocéntricos y 11 pares que son

metacéntricos y submetacéntricos, sin precisar cuantos de uno u
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otro tipo. Mencionan que log cromosomas telocéntricos =6lo ®son
detectados una vez. En ess trabajo también sme analiza al supuesto

M. edulis y se sefalan las i caracteriatican cromosdmicas.

En cuanto a M. edulis existe un mayor nGmero de reportes;
Lubet. (1959) en un estudio de melosiz detecta 14 bivalentes.
Después, Monzel 19680 al estudiar organismozs colectados en Ila
costa este de Estados Unidos, =eflala que éztos poseen 24
cromosomas metafasicos, éste dato queda dentro del marco de un
amplio trabajo en donde smse da a conocer el numero de cromosomas
de diversas especies =sin realizar anéligis de cariotipo=. Sin
embargo otros autores estudian posteriormente a M. edulis y

detectan 28 cromosomas (loy e Inaba, 1974). Loz tipos de

cromosomas obaervados en las poblaciones de Irlanda e Inglaterra
son: sels pares de metacéntricos y ocho pares entre
submetacéntricos y subtelocéntricos <Moynihan y Mahon, 1983; Dixon
y Flavell, 1986).

En las poblaciones de Francia otros autores enc.uent.rap dos
pares de metacéntricos, sels de =submetacéntricos y =meis de
subtelocéntricos CThiriot.-Quiévreaux y Ayraud, 1982; Thiriot
-Quiévreux, 1984ad. A pesar de lo anterior, Hinegardner <1974 en
una publicacién acerca del contentdo de ADN en moluscos indica que
M. edulis tiene un nGmero haploide de 12 cromosomas (2n = 24),
Dato que quizid proviene dal trabajo de Menzel (1968), aunque no lo
cita. Parece ser que Menzel (1968) cometié un erxror en la
determinacién del nGmero cromosédmico de M. edulis, lo cual informé
por medio de una comunicacién personal a Moynihan y Mahon <(1983).

En cuanto a M. galloprovinctalis ez Lubet <(1959), quién
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establece que pomee 14 ocromosomas bivalentes. Poateriormente
Thiriot~ Quiévreux y Ayraud <(1982) presentan msu cariotipo a partir
de cromosomas metafasicos obtenidos de branquias y seflialan que la
Gnica diferencia que existe con respecto a M. edulis esta en el
cromosioma 2 que en M. galloprovincialis es telocéntrico mientras
que M. edulis es metacéntrico, el resto del cariotipo es similar;
ésta informacién que luego fue ratificada por Thiriot-Quiévreux

(1984a, b)) es dimcutida después por Dixon y Flavell (1986 quienes

estudian comp tiv te a lam dom especies citadam y no

encuentran disparidades en el par cromosémico 2. Cabe aclarar que
Dixon y Flavell <1986> analizan M. galloprovincialis provenientes
de Venecia en tanto que Thiriot-Quiévreux y Ayraud (1982) vy

Thiriot-Quievreux (1984a, bd inan e} 1 s de Francia

{

En otro estudio realizado con mejillones de Galicia, Espafia,
que supuestamente son M. galloprovincialis se observa demsde un
punto de vista cltogenético, que dichos organismos mson mas
parecidoz a los de Venecia que a los de Francia (Pasanb_es et
al., 1990),

En varios reportem se ha mostrado que algunas de las
discrepancias detectadas por diversos autores, seguramente pueden
ser aclaradas con trabajos mas finos de tipo cuantitativo y con
andlizis de bandas en cromosomas metafasicos de excelente calidad
(Dixon y Flavell 1986; Méndez et al., 1990). Mediante este ualtimo

método =me detectarian pequefios cambios cromosdémicos tales como:

inversiones, tr 1 jones y doelect CMoore et al., 1986).
La informacién antes mencionada permite lHegar & la idea de

que las distintas especies de mejill pPr tan mas }
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que diferencias en el

pecto ar émico y las existentes

aparentemente =son tan pequefias que es dificil detectarlas de

manera inmediata.
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LA IMPORTANCIA ECONOMICA DE LOS MEJILLONES

Para aproximerze a la importancia econdmica de los mejillones
se puede indicar que en 1971 se cosecharon en el mundo 370,000
toneladas; del total, Mytilus edulis y M galloprovincialis
contxribuyeron con el 76% =sélo en la costa Atléntica de Europa
C(Mason, 1976).

En algunos paises los mejillones no se emplean como alimento,
pero en otros =itios se lem tiene tanto aprecio que llegan a ser
cotizadoas tan alto como las ostras. Tal situacién ocurre en palises
de Europa y en algunom de América, como Chile y recientemente en
el norceste de Baja California <(BGQ) en México <(Bernaldez, 1987;
Garcia-Pamanes, 1990).

La explotacién de estos organi consiste en colectarlos

directtamente de lax poblaciones silvestres en BC, principalmente

se colecta a M. californianus, min ningGn control, lo que por

clerto pued dafs en laz poblaciones ya que con eoste
sistema e eliminan a muchos de lom progenitores potenciales, Otra
forma de explotacién oz mediante cultivo=, para lo cual =se
requiere de una fuente de progenitores para obtener gametos vy
larvaszs © bien colectar larvas silvestres y luego sembrarlas. Lo
anterior se ha intentado en BC, con las especies M. californianus
y la denominada M. edulis, que de acuerdo con informacién reciente
parece ser que as M. galloprovincialis, pero esta Gltima ex la que
me jores resultados ha brindado (Garcia-Pamanes, 19900, En
cualquiera de lam formas =me requiere del manejo escrupuloso tanto
de lom progenitores como de los gametos, ya que para alcanzar
niveles altos de produccién se necesita de poblactones sanas y

vigorosas, cuyos descendientes =me desarrollen rapido, alcancen
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tallas g d y resigtentes a la agre=sién de pars&sitos,

infecciones bacterianag y de diveraas enfer dad CGarcia~-PA

y Garcia~Pamanes, 1987).

Desde el punto de vista ecolégico, los mejillones mon

§

interés porque se alimentan directamente de algunas especies de
microalgas y bacterias, de particulas organicas e inorganicas en
suspensién, de las que algunam son contaminantes. Por otra parte,
se considera que los mejillones convierten m&s eficientemente lboe
nutrientes y producen mam por unidad de #srea que laa especies de
niveles tréficos superiores. Por ejemplo, en Europa durante el
verano y el otolo M edulis fija entre el 20 y el 30X de la

materia organica y la convierte en carne (Mason, 1976).
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LA MUTACION Y SU RELACION CON EL CANCER Y LAS MALFORMACIONES
CONGENITAS. <(Aapectos g ) ] amt particulares en lox
organiamos acuiticos, incluyendo a los me jillonexs>.

El fenémeno de la mutacién ha interemado a la humanidad
porque debido a ¢l se originan nuevas caracteristicas en loz seres
vivos, algunas de ellam puedsn seor bsndficas, otras m=mon neoutras,
esto es que no =on ni ventajosam ni desventajosas para los
organismos, simplemente los hacen diferentes y por Gltimo estan
lazs que provocan desventajas, que mse manifiestan en formas o
funciones patolégicas y que incluso llevan a la muerte.

La mutacién también desencadena en Jos animales d(incluyendo
al hombre> la transformacién de las células normales en
cancerosas, para iniciar muchoz de los distintom tipos de céancer.

Por su parte, las malformaciones congénitas pueden ser
ocasijonadas por mutaciones, pero también por otros mecanizsmos
distintos a la mutacién. De tal forma que no siempre se establecen
una relacién directa oentre a mutigenesis y la toratogénesis.

Un aspecto general que hoy preocupa acerca del ambiente ez el

preclsz;r a cuales agentes se esta expuesto, que pc propledad
mutagénicas, carcinogénicas y teratogénicas; ami también e= de
interés el estudiar sus mecanimmos de accién, su distribucién y la
forma de evitarlos o contrarrestarlos.
LA MUTACION

Las mutaciones han ocurrido a lo largo de la historia de la
vida en todos loms tipo= de seres; ninguna especie ha escapado a
ella. Incluso s=se puede decir que loms procesos mutacionales junto
con los otroz mecanismos de la evolucién como la seleccién

natural, la migracién y la deriva genética, por citar solo los mas

importantes, =mon los responsables directos de la diversidad
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biol6gica del pasado y del presente.

El término mutacién, acufiado a principios de siglo por Hugo
de Vries, surge a partir de las observaciones de los cambiom que
ocurren repentinamente en las plantas del género Oenothera. Tal
expresién se ha conservado a pesar de que ahora se sabe que emos
cambios no correspondian a mutaciones sensu stricto <(Auerbach,
1973).

Por mutacion se entiende al cambio que ocurre en el material
genético y que puede ser en canudpd y7/0o calidad. Algunos autores
han clasificado a las mutaciones de acuerdo con msus efectos en los
individuo=s en: letales, subletales, neutras [ neutrales y
ventajosas o favorables. Otrom autores han preferido clasificarlas

segn el tipo de modificacién que sufre el material gendtico y lawm

han agrupado en: géni y cr omi CAyala y Kiger, 1984).

En las mutaciones génicas se afecta uno o pocos de los
nucledtidos de un gen, de tal modo que los nuclesétidos puedan ser
eliminados, afiadidos o sustituidos.

Laz mutaciones cromosémicaz a su vez pueden ser aguellas que
involucran cambioz en el nGmero de los cromozsomas o en Ia
ubicacién y nGmero de los genes en un cromosoma.

Las mutaciones pueden =mer causadass por agentes (isicos,
quimicos y biolégicos, algunos de lom cuales son naturales y otros

son producidos por el hombre (Tabla IID.

TABLA 1i. Tipos de agentes mutagénicoz y ejemplos

Agentes figicos: rayos X, rayos gamma, luz ultravioleta.

Agentes quimicos: mitomicina G, colchicina, actinomicina D.

Agentes biolégicos: virus SV40, virus Herpex simplex,
virus de la Rubsola.
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Tal vez el primer experimento disefiado para provocar
mutaciones mediante agentes quimicos es el reallzado por Morgan en
1914, quién toma por organismo experimental a Drosophila y prueba
en éste el eter y el alcohol. Parece ser que se falla en ese
primer intento. Algunos afios después, durante la década de 1920,
Muller descubre el potencial de las radiaciones ionizantes como
agentes mutagénicos y desarrolla el concepto de tasa de mutacién
CAuerbach, 1973). Desde ent.onces, se han establecido diversos
s;sternas de prueba para detectar mutagenos (Tablas III vy IV}.

La importancia de identificar a los mutiagenos radica en el
hecho de que las mutaciones pueden tener diversos efectos en los
individuos y en las poblaciones. A nivel individual los mutagenos
posiblemente afectan génadas y reducen la viabilidad de lo=
€ametos, Luego, =i los espermatozoldes y ovocitos son viables,
quizad presenten fertilidad reducida y en caso de que lleguen a la
fecundacién pueden aportar genoma dafiado que tal vez forme cigotos
y embriones con pocas posibilidades de sobrevivir y con
malformaciones. En caso de que los productos alcancen la edad
adulta, los organismos resultantes pueden ser infértiles, fragiles
o malformados (Fig. 2).

Si 1la mutacién afecta a un tejido u érgano del adulto, puede
provocar que una célula normal se transforme en cancerosa, lo cual
desencadenaria la formacién de algun tipo de tumor, que afectarian
entonces las expectativas reproductoras y de sobrevivencia del
organismo (Legator y Ward, 1984).

A nivel de poblacién las mutaciones =son ‘import.ant.es porgue
tienen 1la posibilidad de transmitirse a las siguientes

generaciones, con lo que el lastre genético de cada poblacién
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TABLA 1II. SISTEMAS DE PRUEBA PARA LA DETECCION Y EVALUACION DE

MUTAGENOS
SISTEMA TIPO DE ALTERACION
ADN 0 entog en las cadenas otros c. o=
VIRUS M clo en nes e induccion_de profagos
BACTERIAS: Mutaciones génicas diversas
Escherichia coli Cdesfasamientos, transiciones, eliminaciones)

Salmonella typhimurium

HONGOS: Aberraciones cromosémicas y mutaciones génicas
Neurospora crassa Cdelecione=s, duplicaciones, no disyuncién,
Aspergillus nidulans desfasamientos, transiciones,...>
PLANTAS:

Vicia faba Aberraciones cromosémicas y micronGcleos.
Tradescantia paludosa .nutaciones génicas

INSECTOS:

Drosophila melanogaster Aberraciones cromosémicas, mutaciones
Habrobracon Jjuglandis g€énicas y recombinacién mitética

CULTIVOS CELULARES DE Aberraciones cromosotmicas, intercambio de
MAMIFERO: crométidas hermanas, microntcleos, locus
CHela, CHO, linfocito=s) especifico

MAMIFEROS INTACTOS: Aberraciones cromosmémicas, intercambio de
Ratén crométidas hermanas, microntcleos, locus
Rata especifico

Humanos




Tabla IV. Ejemplos de sistemas de prueba propuestos para la
evaluacién de mutagenos en ambientes acuaticos

SISTEMA MUTAGENO TIPO DE ALTERACION
PECES:
Umbra limi CF ICH
MMS ICH
RX AC
Umbra pygmaea MMS Mn
MOLUSCOS:
Mytilus edulis MMS ICH
MMC ICH y AC
M. galloprovincialis ve Mn
BaP Mn y AC
Poliquetos:
Neanthes arenaceodentata MMC ICH
Abreviaturas: intercambio de cromatidas hermanas CICHD,

aberraciones cromosOmicas (AC), micronucleos <Mnd, ciclofosfamida
CCF>, metilmetanosulfonato MMS), mitomicina C (MMC), vincristina
<VG), benzolalpireno (BaP), rayos X (RXD



ADN

EXPOSICION ———p
(a mutdgeno)

/ DaRO
TOXICI DAD MUTACION g——-—— REPARACION
CELULAS SOMATICAS CELULAS GERMINALES

CANCER FERTILI Dib REDUCIDA
MUERTE LETALIDAD DOMINANTE
TERATOGENESIS ALTERACIONES TRANSMISIBLES
ENVEJECIMIENTO PREMATURO
MALFORMACI ONES PADECIMIENTOS GENETICOS
ORTOS FERTILIDAD REDUCIDA

REDUCCION EN
~yp LA CALIDAD DE VIDA

Fig. 2. Posibles manifestaciones de las mutaciones en el
hombre y otros seres. (Modificado de Tice, 1984D.



tiende a incrementarse y entoncesms el patrimonio genético acumula
genes desventajosos, principalmente de tipo recesivo.

St la tasa de mutacién se incrementara de  manera
significativa, la poblacién pueode ant\.rar & una situscién de alto
riesgo para su propia continuidad.

La exposmicién a mutigenos puede ser accidental, experimental,
ambiental, laboral, etc., pero los dos uGltimos son los que mayor
preoccupacién han caumado.

De la exposicién ambiental e= dificil emcaparse ya que en
principio hay un problema: scémo evadir agquellos peligrox que no
estan plenamente identificados? Nosotros y otros seres estamos
expuestos al ambiente a través del aire que respiramoz y toca

nuestra pilel, del agua que beb y utild para las

actividades cotidianazs en el hogar y el trabajo y también a través
de los aiimentos que consumimos. .

Por mu parte el aspecto laboral es casi imprescindible en la
vida humana y éste frecuentemente acarrea riesgos que muchas veces
se desconocen, por ejemplo en algunas industrias los obreros
entran en contacto con digsolventes, pegamentos, metales, entre
otros; en el campo los trabajadores establecen contacto con a
herbicidas, ingecticidas, nomaticidas, fartilizantaes v diversos
agroquimicos (Tice, 1984).

LA MUTACION EN LOS ORGANISMOS ACUATICOS

El fentmeno de la mutacidén a la fecha =se ha estudiado
principalmente en organismos terrestres, en tanto que losz
acuaticos se comienzan a estudiar desde este enfoque, a partir de
la década de lom setenta. Algunos trabajos estan motivados por la

posibilidad de inducir mutaciones aprovechables en al cultivo de
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organismos importantezs ccontmicamente como ez el caso del ostién
Crassostrea virginica. En esta especie =me aplican radiaciones
gamma y =se obtienen cambioz morfolégicos muy pequefios en las
larvas; =in embargo es elevado el namero de alteraciones en
cromosomas y nGcleos, lo cual em el daflo tipico de emtos agentes
CLongwell, 1974).

En otros moluscos como el caracol Littorina saxatilis se ha
intentado establecer wun vinculo a niveles celular y cromosémico,

entre un ambiente acuAtico de calidad reducida y el indice de

anormalidad brionarias, deteactandose que lo= embriones
malformados pr tan gran cantidad de célulaxs con noGcleos
interfasico® con cromatina muy d d. caracteristica de

heteropicnosis, lo cual ha =ido interpretado como indicativo de
muerte o degeneracién celular. Asi también =me establece mediante
microdensitometria un decremento de hasta el 50% de ADN en algunos
de !os nacleos anormales (Dixon et al., 1989).

Los poliquetos de la especie Neanthes arenaceodentata son
utilizados por primera vez para probar un mutigeno quimico, la
mitomicina [o} CMMCD, que induce intercambios de croméatidas
hermanas, en idgual forma que a los mamiferos <(Pemch y Pesch,

1980)>. También =e er ya en ellos las radiaciones gamma y sus

efectos en las células y los organismos completos, en éstos se
analiza la reduccién en la tasma reproductora y la mortalidad. Lo=
autores de tales trabajos suglieren que los poliquetos representan
un sistema experimental adecuado para loz estudios de mutagénesis
en los ambient.es marinos, =in embargo poco se ha avanzado en esmta
orientacién, quizaA por las caracterimsticas de movilidad de los

organismos, su tamafio u otras razomnes.
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El nematodo de wvida lbre Panagrellus redivivus también
genera expectactivas en el sentido de que pudiera emplearse como
sisttema para deteccién de mutagenos en ambientes acuaticos debido
a la facilidad que presenta para la identificacién de mutaciones
en diversos loci, por ejemplo algunos ubicados en el cromosoma X
(Samolloff et al., 1980> no obstante se le ha empleado poco.

Dentro de los invertebrados marinos, los erizos ocupan un
lugar especial por lo mucho que se conoce de su biologia. Uno de
los aspectos que mas se ha trabajado es el relativo a la
embriocgénesis, bajo condiciones normales y experimentales. De
manera complement.aria a 1a evaluacién de anormalidades
embrionarias en Sphaerechinus granularis y Paracentrotus lividus
(Pagano et al., 1985a, b; Cipollaro et al., 1986) se han revisado
los efectos citogenéticos de agentes como el arsénico y cambios en
PH, entre las alteraciones analizadas estan: puentes anafasicos,
isocromosomas, cromosomas retardados (o con centréomero inactivado,
expreosién propuesta por G6mez-Arroyo Yy VnL:-ilobos-Pietrini_, 1983;
Villalobos-Pietxini y G6mez~Arroyo, 1983D.

Diversas especies de peces se han propuesto como modelos para
la evaluacién de mutagenos, entre ellas hay varias dulceacuicolas.

Una es Umbra limi en la que se han analizado los efectos de las
radiaciones X que provocan aberraciones cromosdmicas (Kligerman
et al., 1978> y también se ha examinado la capacidad de agentes
como el metil metanosulfonato, la ciclofosfamida y el endrin para
inducir intercambioco de cromatidas hermanas (Kligerman y Bloom,
1976; Kligerman, 1979; Kligerman et al., 1984; Vigfusson et al.,
1983). La especie Umbra pygmaea se ha utilizado en Europa para

analizar los efectos mutagénicos de las aguas del rio Rhin y de

39



agentes como el etil metanosulfonato (Prein et al.,, 1978; Aldnk
et al.,, 1980; Hooftman y de Raat, 1982). Sin embargo, las especies
de Umbra presentan el inconveniente de que no ms obtienen
facilmente en los sitiom donde interesa realizar las evaluaciones.

A Nothobranchius rachowi, también dulceacuicola, =me le ha
propuesto como una alternativa a Umbra limi y U. pygmaea, ya que
mientras éstas dltimas poseen 22 cromosomas, la primera smélo tiene
16; axmi mimsmo =e ha seflalado que otra ventaja es que se puede
cultivar mas facilmente bajo condiciones de laboratorio <(Hooftman,
1981; Van der Kerkhoff y Van der Gaag, 1985). Existen mas peces de
agua dulce gque se han estudiado desde el enfoque de la
mutagénesis, tales como la mojarra agalla azul Lepomis macrochirus
y la trucha arcoiris Salmo gairdneri, actualmente denominada
Oncorhynchus myRiss, de la que existen varias subespecies. De
éstas Gltimas, las truchas son lags que mas atencién han recibido,
quizads por =su importancia econtmica y alimentaria y porque en
ellas s ha observado clerta surnceptibilidad para padecer
distintos tipos de cancer y de malformaciones (Shugart, 1988).

Diversos peces marinos se han propuesto como sistemas de
prueba para la evaluacién de mutigenos entre ellos destaca Opsanus

tau porque se le ha trabajado tanto in wvivo como in vitro. En este

pez se han analizado aberracionexz cr 6micas, int bios de

cromatidas hermanas y dafio al ADN. Uno de los aspectosz de mayor
interés es que se le puede colectar en los estuarios y se le
mantiene en acuarios durante semanan, de tal suerte que también
se emplea en trabajos in situ, adomés de los experimentos in vivo
bajo condiciones de acuario e in vitro <Kelly y Maddock, 1985;

Ellingham et al.,, 1986; Gduobaitis et al., 1986; Maddock et al,
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1986).

Fundulus heteroclitus es un pez marino que en afios raecientes
se ha empleado como modelo en mutagénesis y teratogénesis; éste se
colecta facilmente en las costas del Atlantico de Estados Unidos y
se puede mantener en acuarios. Parece =ser tan atractivo como
Opsanus tau, pero lom estudios son escasos desde el enfoque de la
mutagénesis J<(Means et al.,, 1988; Perry et al.,, 1988). Y asi como
se ha experimentado con varias especies en Estados Unidos vy
Europa, en India se ha propuesto como modelo a PBoleophthalmus
dussumieri que es un pez disponible en las costas de Bombay, de
tamafio relativamente pequefio, abundante, facil de mantener en el
laboratorio y con un cariotipo de 46 cromosomas (Krishnaja y
Rege, 1982).

Loz peces se han empleado ya como centinelas en la deteccién
de mutiagenos en el mar. Una de las investigaciones realizadas in
situ es de la zona del sur de California, en la proximidades de
Los Angeles, en donde se colectaron las especies Genanemus
lineatus y Paralabrax clathrats C(Hose et al., 1987). Otro trabajo
fue levado a cabo en la costa este de Estados Unidos en la
especie Pseudopleuronectes americanus (Hughes y Hebert, 1991). En
los estudios se analizé 1a frecuencia de micronicleos,
principalmente porque es independiente del cariotipo de las
especies. Un dato interesante es que se registraron dom tipos de
microntGcleos: uno fue el tiplco sefialado por Heddle <1973) que es
redondo y =separado del ntcleo principal y el otro es redondo o
algo memirredondo y esta muy préximo e incluso adherido al nGcleo.
La segunda anormalidad ha =ido referida previamente por Hose et

al. (19870 en un estudio efectuado con truchas,
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Seria dificil citar todos los intentos para obtener sistemas
de prueba en la mutagénesis de los ambientes acuaticos, tanto
dulceacuicolas como marino=s, sin embargo Jlos trabajos que en
parrafoms anteriores se seffalan reflejan esta himtoria, Un enfoque

distinto, pero tal vez complsmentario em el que consiste en

obtener extractos de or 1 2 de contaminadas o bien

muestras del ambiente miamo, como agua de mar o de rios y probar

sus efectos mutagénicos en Ui celulares o bacterianam, (Parry
et al.,, 1976; 1988; Kurelec, et al., 1979; Odense et al., 1984;
Mullerschén y Miltenburger, 1986), Sélo falta por comentar lo que
se ha realizado en mejillones, que tal vez =mon hasta la fecha lo=m
organismce mas prometedores y de lom que se conocen nNUMEro=os

aspectos; éstos se abordaran en un capitulo aparte.

CANCER

El término cér..car me refiere a un grupo grande de tumores y
de crecimientos celulares desordenados, que aparecen en diferentes
6rganos del hombre y de todos los seres. Es un hecho conocido que
todos lozs tejidos y Organos pueden desarrollar tumores, que
reciben diferentes nombres =smeogaGn donde sze originen. Los que se
forman en Jlos epitelios se llaman carcinomas; los de masculo,
huesio y tejido conjuntivo, mon los sarcomas y lom de las células
sanguineas se denominan leucemias.

Se supone que la mayoria de los tumores o neoplasias son los
denominados benignos, é¢stos en general crecen con lentitud y no
producen metastasis; es decir el translado de células del tumor
desde el 6rgano afectado de origen a otros érganos y tejidos. Sin

embargo, aan Jlos tumores de este tipo también son peligrosos
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cuando crecen y presionan oérganos y tefidos vitales, ya que
afectan sus funciones. Por otra parte, los LUI;lOPQS denominados
malignos son loz que pueden presentar metastasis y extenderse a
muchas partes del cuerpo. De lo referido antes lo que queda como
conclusién es que ningGn tumor ez bueno.

Los tumores =me originan cuando una célula normal se
transforma en maligna, un factor importante de la alteracién \puede
ser una mutacién. Una vez transformada la célula, se divide =sin
control, hazta formar las masas celulares que caracterizan a los
tumores. l.;a mutacién provoca cambioz Iirreversibles de caracter
hereditario, de tal modo que todas las descendientes de la primera
trangformada, seran similares. Dicho en otras palabras, una célula
cancercsa dara lugar a otras células cancerosas (Turbiana, 1985).

Ahora bien, los tumores afectan tanto al hombre como a
cualquier tipo de animal. No =mon un producto reciente en la
historia de la vida ya que el hombre lox ha presentado desde hace
miles de aflos. De esto exiaten evidencias directas a partir de
fosilem y de escritos antiguos, por ejemplo en los papiros de
Ebers (3730 a 3710 aflos AC) y en las narraciones de Sushrut de los
libros sagrados de la India Caproximadamente 1500 affos ACY =se
hacen descripciones detalladas de los tumores. En manuscritos
chinos antiguos también =e han encontrado referencias sobre ellos,
se les clazifica y hasta me abordan sus posibles causas entre las
que se incluyen a traumas y el uso de ciertas s=ustancias en los
alimentos.

Fue Hi{pdcrates quién acufté el término cancer, para designar a
los tumores de los epitelio=, dado su parecido con la imagen de un

cangrejo o langosta y también el t.‘z'rmlno sarcoma que significa
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tumor carnoso, el nombre fue establecido por la semejanza que
observé entre algunos tumores de tejido conjuntivo y la carne de
pescado (Chaklin, 1979).

Con lo comentado =e pretende destacar que el cancer es
conocido como entidad patolégica demde hace muchos affos y que en
la actualidad lo que preocupa no es =su presencia esporadica en lasm
poblaciones, sino mas bien su elevada incidencia en algunos grupos
vhumanos, en donde resulta necesario y urgente identificar vy
eliminar a los agentes causales.

Ex quizads, Sir Percibal Pott quién descubrié asi en 1778 la
primera relacién fuerte entre un agente ambiental y un tipo de
cancer, al observar que los deshollinadores eran propensos a
sufrir céncer de escroto, de lo cual dedujo que la causa era Ia
prolongada exposicién al hollin que se acumulaba en los pliegues
de la piel. Posteriormente se deacubrieron diversos carcindgenos
entre los que destacan los rayos X como causantes de leucemias y
cancer de pilel, la luz ultravicleta como agente causal de .cént:er
de piel y 1labio, el tabaco relacionado con cancer en diversas
partes tales como: boca, laringe, pulmén, entre otros Miller,
1978; Chaklin, 1979; Turbiana, 1988).

En nuestro pais conviene agilizar los estudios de detecciéon
de carcinégenos ambientales, particularmente en los estados en
donde es mas elevada la tasa de mortalidad por céncsr, sntrs . lo=
que sSe encuentran: Coahuila, Baja California Sur y Baja
California (Verduzco et al., 1986).

Una forma de avanzar en la deteccién es a través de lasm
pruebas de laboratorio para mutagénesis, ya que existen fuertes

evidencias en el sentido de que muchos de los mutagenos también



provocan cancer Miller, 1978)>. Sin embargo, tal correlacién debe
tomarse con reservas ya dque existen mutigenos gue no ocasionan
cancer y también se conocen carcindgenos que no son mutigenos, es
por ello que uYnicamente se puede afirmar que un mutigeno es =sélo

eso y no necesariament.e un carcindgeno (Nestmann, 1986).

CANCER EN ORGANISMOS ACUATICOS

En diversos grupos de organismos acuaticos (pelecipodos,
gasterdpodos, cefaldpodos y peces)d) se han dscrito tumores, sin
embargo, muchos de estos trabajos no incluyen analisis
histopatolégicos bien interpretados que permitan distinguir entre
una neoplasia y un proceso inflamatorio, comao el que se puede
generar como consecuencia de una infeccién o una lesién (Pauley,
1969).

Las neoplasias han =sido mencionadas de manera ocasional en
moluscos desde 1887, pero tales reportes son mas frecuentes desde
la década de los sesenta principalmente en ostiones, mejillones,
almejas y peces. Los factores causales no estan claros para estos
grupos de organismos, aunque se supone que pueden ser algunos
carcindgenos existentes como contaminantes en el ambiente y quiza
también cliertos procesos virales (Brown et al.,, 1977). En Estados
Unidos se inicié en 1966 wun proyecto denominado registro de
tumores en organimmos inferiores, en atencién a la creciente
preocupacién por los tumores detectados y por el hecho de que a
partir de algunos fendmenos basicos gque ocurren en organismos
infexriores es posible entender con mayor facilidad lo que sucede
en formas superiores (Harshbarger, 1969).

A diez afNos de iniciado el registro de tumores antes citado,
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Harshbarger <1977), reporta que se habilan recibido aproximadamente
10,000 ejemplares, de los que se diagnosticé como neoplésicos al
§3%. La mayoria de lag muestras fueron de peces, poco menos del
80% y en segundo término quedaron los especimenes de moluscos con
el 20%. En dicho registro =se tienen datos de neoplasias en
casi todos los 6rganos y tejldos de los peces, moluscos y otros

grupos de animales.

Loz trabajos sobre cé en organi acuaticos s=on tanto
de tipo epidemiolégico como experimental. Asi, se tienen trabajos
como el reallzado con diez poblaciones de la almeja Mya arenaria
en Nueva Inglaterra, Estados Unidos, que consistié en analizar
histopatolégicamente a 1,325 especimenss, de los cuales 159
tenian un tipo de neoplasma. La incidencia de tumores varié del O
al 64% entre las distintas poblaciones y las caracteristicas del
neoplasma mas frecusnte =mon slmﬂ?ros a lam de los linfomarcomas
que =se presentan en vertebrados =superiores. Se observé que las
célulazg neoplasicas tonian un nocleo grande y ovoide,
frecuentemente lobulado, algunas veces eran binucleadas, con
cromatina compactada. Tales células invadieron los te jidos
adyacentes y también fueron localizadas en distintos Organos,
estos datos lHaman la atencién porque algo similar ocurre con la
metastasis en vertebrados. Otro dato es que se observaron
numerosas mitosis en las células neoplisicams en mas del 60X de
almejas (Brown et al.,, 1977). Esto Gltimo ez de interés ya que en
lom padecimientos denominados granulocitomas, que =on un tipo de
inflamaciones no-neoplasicasz, en general no se detectan mitosisz ni
células gigantes multinucleadas (Lowe y Moore, 1979).

En otro estudio levado a cabo en Bahia Yaquina de Oregon,
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EUA, sobre la frecuencia de neoplamiazs en el ostién Ostrea lurida
se encontrd una incidencia de aproxdmadamente el 2X en dos
muestras de mas de 100 organismos nativos, mientras que no me
observé ninguna neoplasia en 1,426 ejemplares de la misma especie,
pero importados de otrom sitios. Una caracteristica coman en lom
tejidos afectados fue un tipo de célula muy grande, que otros
autores ya habjan reportado con anterioridad en neoplasias de
Ostrea lurida y del me jillon Mytilus edulis (Mix et al., 1977).

Un trabajo desarrollado de manera conjunta por Canada, Estados
Unidos y Japén, acerca de la incidencia de neoplasmas en diversas
especies de peces del mundo reveld que un tipo de papiloma de piel
es frecuente en el Oceano Pacifico mientram que en las costas del
Atléntico practicamente no existe. Luego, de lazs poblaciones
estudiadas en el Pacifico destacan las de las cercanias de Los
Angeles, California, en donde =me detectd de 0.1 al 26% en tanto
que no =e registré ningtn neoplasma en muestras de cinco especies
colectadas en Bahia Magdalena, Baja California Sur. En los
-ejemplares provenientes de lugares de Canadd y Estados Unidos
conziderados con poca contaminacién =se aprecié del 0 a 04%
mientras que en =zitios préximos a cludades Importantes como
Vancouver, Seattle y San Francisco es muy elevada la frecuencia
pues llegan al 586, 150 y 29.0%, respectivamente. Los datos
citados representan =solo lqs extremos, pero lo que se concluye de
tales cifras es que existe una fuerte correlacién entre la
aparicién de cancer en peces y el grado de contaminaciéon del
ambiente y la presencia en éste de carcinégenos o de lo=

denominados agentess promotores de céncer (Stich et al., 1977). En

otros trabajos se ha evidenciado la correlacién entre ambientes
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contaminados y la frecuencia elevada de cancer en los organismos
resldent?s mediante anaAlisiz histopatolégicos y estudiom sobre el
contenido de tédcos en Jom carcinomas, algunos carcinégenos
detectados son benzolalpireno y benzfalantraceno (Baumann y
Harshbarger, 1985).

La informacién referida sobre epidemiologia de neoplasmam ya
contaba con un fuerte f undamento en cuantc a la caracterizacién en
moluscos (ostiones, me jillones, alme jasd), peceé y otros, basado en
analisis histopatolégicos y citolégicos, realizados tanto en el
nivel de microscopia o6ptica como electrdnica. Tales analisis en la
mayoria de los casos revelaron células con nacleos mas grandes que
los normale=s, algunas veces losz e irregulares, con uno o mas
nucleélo=s, la cromatina con frecuerncia presentd heteropicnosis,
también .so detectaron células gigantes multinucleadas, asi como un
namero excesivo de mitosis <Farley, 1976; Frierman, 1976;
Harshbarger, 1976; Yevich y Barszcz, 1976).

Dentro de los organismos dulceacuicolas las truchas y . otros
salménidos ocupan un =sitio especial debido a que se cuenta con un
amplio conocimiento sobre su biologia, =u mantenimiento en
cautiverio y quiza=s la razén principal es por su alta sensibilidad
a carcinégenos. Un tipo de cancer en higado aparecié con elevada
frecuencia en la trucha arcoiris cultivada en Estados Unidos entre
19857 y 1960, esto motivé la realizacién de numerosos trabajos que
culminaron en el descubrimiento del carcinégeno que fue Ila
aflatoxina B1, que es producida por el hongo JAdspergillus flavus.
Dicho hongo se encontraba presente en los alimentos concentrados,
basicamente en lLa parte obtenida de semilla de algoddn. Tal

informacién coincidié con las investigaciones realizadas
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previamente en Europa, donde me identificé a las micotoxinas como
responsables de necrosis aguda en el higado de los pavos. Las
aflatoxinas, el benzolalpyreno y otros agentes se convirtieron en
un campo amplio de investigacién =obre carcinogénesis en peces,
uno de los principales sistemas de prusba es la trucha arcoiris
Salmo gairdneri, que actualmente se denomina Oncorhynchus mikiss
CSinnhuber et al., 1977; Black et al.,, 1988; Metcalfe et al.,
1988).

Por otra parte, diversas especies de peces pequelios, como los

de acuario, se han propuesto como sist de peri tacién en
carcinogénesis, entre ellas =se encuentran Poecilia reticulata,
Orzias latipes, Cyprinodon variegatus y Fundulus grandis, por
citar =6lo algunos ojemplos. Estos 8se han escogido por la
facilidad de colecta, de mantenimiento en cautiverio y crianza,
asi como por lo mencillo de su manejo durante la experimentacién y
por su respuesta positiva ante carcinégenos conocidos <(Courtney y
Couch, 1984; Ishikawa et al., 1984; Zimmerer, 1984).

En la década de los ochenta se introducen nuevos métodos para
el estudio del cancer, uno es la citofluorometria que permite
evaluar el grado de ploidia que tienen las cédlulas neoplasicas.
Sin embargo este procedimiento no reemplaza a los tradicionalezs de
la Citologia y la Histologia <(Elston et al., 1988). Otro adelanto
técnico es la utilizacién de anticuerpos monoclonales para la
deteccién de neoplamia hematopoyética en almejas <(Reinish et ol,
1988; Smolowitz y Reinisch, 19882, Un avance mas -1 1a
identificacién y caracterizacién de oncogenes como por ejemplo el
c-myc de trucha arcoiris Salmo gairdnert (= Oncorhynchus mikiss)

gque tlene semejanza con los oncogenes c-myc de galina y de humano
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(Vvan Beneden et al., 1988); otro oncogene es c-Ki~ras y =u
relacién con céncer en el per Pseudopleuronectes americanus

<(McMahon et al., 1988).

MALFORMACIONES CONGENITAS

Las malformaciones congénitas han sido registradas por
diversas culturas de 1la antigiiledad a través de sus pinturas y
esculturas, en donde se aprecian dedos supernumerarios v
malformaciones craneofaciales, entre otras. Pero es hasta 1a
década de 1920 cuando se establece la primera correlacién entre un
agente fimico, los rayom X, y malformaciones congénitas en niffos
recién nacidos con circunferencia craneal pequefia y retardo
mental. Tiempo después =me establecen correlaciones maitiples en
humanos, como por ejemplo las miguientes: el virus de la rubéola
con cataratas congénitas y otras alteraciones y la talidomida con
brazos reducidos y diversas malformaciones (Miller, 19780).

En la actualidad me conocen numerosos padecimientos tanto de
origen genético como ambiental o de una combinaciéon de amb-os que
entre msus caracteristicas se encuentran una o mas malformaciones
corporales. Se ha estimado que en los humanos el 10% de las
malformaciones tiene por origen una mutacién de novo, el 20% es de
segregacién mendeliana <monogénicad, el 603 es causado por genes
miltiples <herencia poligénicad y el 10% es provocado por factores
ambientales (Swanson, 1981).

En nuestro tiempo resulta dificil establecer pruebas de
laboratorio para la deteccitn de teratégenos que posean un elevado
poder predictivo, ya que existe una correlacién escasa y débil

entre la mutagénesis y la teratogénesis, mientras que hay una



correlacién elevada entre mutagénesis y carcinogénesis. Esto se
debe a que existe gran diversidad de mecanismos relacionados con
la teratogénesis.

Algunos autores han sefialado que la teratogénesis implica
un cambio en tejidos u érganos enteros, mientras que la
carcinogénesis y lIa mutagénesis =sme deben a un hecho raro
estadisticamente, que en general ocurre primero en s6é6lo una

célula. Lo= teratogenos interfieren con la funcién de gran

cantidad de célulaz, pero no nec > | ite alteran la informacién
genética en ellas.

Pocos teratégenos amblentales =son también carcindgenos y Ia
carcinogenicidad de algunos no estad bien probada, por ejemplo el
alcohol. A su vez, este agente, la radiacién ionizante y los
andrégenos, aparentemente inducen cancer por medio de un procesmo
diferente del incluido en la teratogénesis. Sin embargo =me conocen
agentes excepcionales tales como DES, que provocan malformaciones
en el tracto genital de mujeres y ocasionalmente puede dar lugar a
cAncer en el mismo mitio (Millexr, 1978D.

MALFORMACGIONES CONGENITAS EN ORGANISMOS ACUATICOS

Se han llevado a cabo numerosos estudios tanto de campo como
de laboratorio en diversos grupoms de organismos, tales como:
gasterdpodos, bivalvos y peces. Por e jemplo, dentro de las
investigaciones de campo me exploran en Inglaterra las poblaciones
de gasterdpodos como Littorina saxatilis que habitan ambientes
marinos contaminados, detectandose una frecuencia alta de
malformaciones en embriones tales como anormalidades en concha,
masas celulares separadas‘ del cuerpo principal y otras <Dixon y

Pollard, 1985; Dixon et al., 19883, En uno de esos trabajos también
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se analizé a las células de los embriones malformados y se detectd
que muchas de eillas presentan heteropicnosis y disminucién en el
contenido de ADN CPixon et al., 1985). Otros gasterdépodos
propuestos son las especies del género Nucella <N. lamellosa,
N. emarginata, N. lima y N. canaliculata) que son abundantes en la
costa del Pacifico de Canada, en Inglaterra y otras regiones del
mundo. Algunos autores han sefialado que la sobrepuesta de
caracteristicas sexuales masculinas sobre las femeninas en el
mismo individuo J(fenémeno designado imposex) es un indicador de
la presencia de concentraciones elevadas de tributilina <TBT).
Tal contaminante =ze encuentra en las zonas de mucho trafico de
émbarcaclonas Y en esos sitiom se ha detectado hasta un 100% de
imposex, mientras que en Zonas con escaso trafico puede =ser 0%, no
obstante los resultados no siempre presentan esta correlacién ya
que en lugares considerados limpios 2] posible registrar
frecuencias altas. Lo cual hace que el fenSmeno de imposex
requiera de smer estudiado en su fundamentacién biclégica y en lo=m
mecanismos basices <Ellis y Pattisina, 1990; Saavedra Alv.arez v
Ellis, 1990; Bryan y Langston, 1992). El efecto teratogénico de la
TBT ha resultado positivo en otro= organismos como el cangrejo Uca
pugilator (Weis y Kim, 1988).

Diversos agentes se han probado en cuanto a =su capacidad
terat.agénica en otros sistemas; cuando los gametos y los cigotos
de la almeja Spisula solidissima son expuestos a nitrato de plata,
se obtienen numerosas anormalidades en las larvas (Eyster y Morse,
1984).

En los erizos de mar también se han revisado los efectos

teratogénicos de agentes como el cloranfenicol y distintos pH
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inducidos por acidos inorganicos como el clorhidrico y
ol sulffdrico (Cipollaro et al.,, 1986; Fujiwara y Yasumasu, 1974;
Pagano et al., 1985a, b).

La trucha arcoiris Salmo gairdneri (m Oncorhynchus mykissd y
e) salmén Oncorhynchus Risutch también han sido de utilidad en el
estudio de las anormalidades provocadas por agentes como
benzolalpireno (Ostrander et al., 1988),

Ademas de malformaciones en embriones y adultos, también se
han correlacionado lo=s contaminantes ambient.ales con otros
fenétmenos como =son las alteraciones en el comportamiento de lam

alme jas al hacer las madrigueras (Phelps et al., 1985,

MUTACION, CANCER Y MALFORMACIONES EN ME JILLONES DEL GENERO Mytilus

Los mejillones smon organismos que han motivado el estudio de
1a mutacién por mualtiples razones: su capacidad de biocacumular y
bicconcentrar contaminantes, su amplia distribucién, su facil
mane jo, su namero aceptable de cromosomas, entre otras.

Durante la década de los setenta, cuando se propusieron y
desarrollaron trabajos de gran magnitud en la evaluacién de los
contaminantes en e! medio marino <(Goldberg et al., 1978; Bayne et
al., 19800 mediante el empleo, como organismos centinelas, de
varias especies de bivalvos, entre ellas log mejillones del género
Mytilus, también se consideréd hasta que grado los mejillones
contendrian mutagenos asi se obtuvieron extractos de sus cuerpos
y mse probaron con el sistema bacteriano de Ames <(Parry et al.,
1976; Odense et al., 1984). El esquema de trabajo cltado lo danico
que seffala es hasta que grado los extractos son mutagénicos para

lasz bacterias, pero no indica en cuanto pusden ser afectados los
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oréanlsmos que habitan en el medio marino, lo cual representa otra
pregunta, que para resolverse requiere de un buen modelo, como se
supone que esx el me jilldn.

En los primeros trabajos =se emplearon mejillones Mytilus
edulis de la costa de California, EUA, con el fin de ver Ila
posibilidad de analizar intercambios de cromatidas hermanas CJICH)
en larvams expuestas a bromodesoxiuridina BrdU), mitomicina C y
metilmetanosulfonato (Harrison y Jones, 19682; Jones y Harrison,
1987). Otros sze llevaron a cabo en Inglaterra, donde Dixon <1982

examina las aneuploidias que presentaban los embriones obtenidos

en laboratorio a partir de g toms de organi = colectados en una
Zzona contaminada; no fue posible evaluar aberraciones cromosdmicas
estructurales porque a la mayoria de las células no se les pudo
hacer el cariotipo. De manera paralela =e realizaron ensayos con
organismos adultos de talla pequela, que ze trataron con
mitomicina € y a BrdlU, con el propésito de examinar intercambios
de cromatidam hermanas y aberraciones cromoszémicas en células de
primera divisién, ios resultados logrados indican que quizéx se
pudieran realizar evaluaciones de campo si se resolvieran dos
problemas: 1) incrementar la cantidad de célulag de =megunda
divisién y 2) desarrollar un procedimiento de exposicién a la BrdU
aplicable in situ <(Dixon y Clarke, 1982). Esos problemas fueron
comentados después en revlélones <Dixon, 1983; Moore et al,
1986).

En un experimento llevado a cabo después, se gst.udlaron los
efectoms de la ciclofosfamida (CPAY) y e! fenobarbital (PB) en el
ICH tanto en adultos como en embriones. Se observa que la CPA

incrementd la frecuencia de ICH en los mismosm términos tanto en
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adultos como en larvas, pero lag frecuencias aumentaron cuando los
organismos recibieron un pretf.ratamiento con PB. Una Ilimitante
encontrada fue la baja produccién de mltoilc en adultom aGn con
dosis bajas de CPA (Dixon et al., 1985). En tal investigacién se
utilizaron organizmos adultos de Whitsand Bay, Cornwall,

Inglaterra y las larvas fueron obtenidas de eJ lares lect ad

en Tomales Bay, California, EUA. La razén para ello fue porque
trabajaron de manera conjunta dos instituciones y aunque parece
que para los ensayos con adultos sélo se emplearon los de WVhitsand
Bay, mientraz que para los de larvas sélo los de Tomales Bay, lo
que llama la atencién es que se trataron como si fueran de una
sola poblacién y especie. Ahora bien, en aquellos afioz =e
sospechaba C(aunque faltaban datom) que los supuestozs M. edulis de
California eran en realidad M. galloprovincialis, lo cual a Ila
fecha estAi apoyado fuertemente (McDonald et al., 1991),

La especie M. galloprovincialis del mar Mediterr&neoc también
ha =ido utilizada en estudios de mutagénesis, en ésta se han
analizado aberraciones cromosémicas en branquias de organismos
adultos, que es el mimsmo 6rgano que otros autores habian reportado
en M. edulis C(Al-Sabti y Kurelec, 1983). En M. galloprovincialis

también s=e ob vé el problema de bajo numero de mitosis, de tal

modo que los autores comentan el tiempo que invierten en revisar
las preparaciones. Dicho problema podria resolverme de dos formas:
una es con un método para incrementar el namero de mitosiz por
preparacién y la otra es mediante la evaluacién del dafic genstico
en los naGcleos interfasicos, en donde es posible identificar
microntcleos.

En me jillones M. galloprovincialis se han analizado
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microntcleos en organismos expuestos experimentalmente a
mitomicina €, cloruro de zine y vincristina <Majone et al.,, 1987;
1988; Scarpato et al., 1990) y a varios ambientes contaminados
(Brunetti et al., 1988; Scarpato et al., 1990). Se ha demostrado
que la frecuencia de micronudcleos persiste durante semanas, lo
cual sugiere que a través de =u cuantificacién se pueden hacer
N

evaluaciones dJdo la calidad ambiental en cuanto a presencia de
mutagenos C(Majone et al., 1987; Brunetti et al.,, 1988). La especie
M. galloprovincialis también ofrece la posibilidad de llevar a
cabo experimentos con cilgotos y larvas de pocas células, al igual
que M. edulis (Brunetti et al., 1986).

En M. galloprovincialis se han realizado estudios acerca de
la formacién de complejos moleculares entre genotéxicos y ADN, los
que =son considerados por diversos autores como fendémenos de
iniciacién en la carcinogénesis. Los procedimientos para detectar
lo= comple jo=s se basan en la utilizacién de carcinégenos
C(benzolalpireno y 2~aminofluoreno) marcados con isotopos
radiactivos o con fluorescencia. Dichos métodos ofrecen un
potencial enorme para la deteccién de genotéxicos <Kurelec et al.,
1988)>. Otro fenémeno estudiado en la misma especie es 1a
disminucién de la actividad transcripcional de las ARN polimerasas
nucleares debido la accién de agentes como el sulfato de cobre
(Viarengo et al.,, 1982), Tal efecto, asi como la formacién de
comple josg antes citada, aunque no se consideran mutaciones, son
otros tipos de genotoxicidad que ameritan estudiarse y quiza
pudieran aplicarse a la investigacién de los efectos de los
contaminantes ambientales.

Desde un enfoque distinto se ha revisado la capacidad que



tienen los mejillones .para acumular mutidgenos, lo cual se ha
evaluado por medio de extractos de M. edulis colectados en sitios
contaminados como Plymouth y Mumbles y en lugares aparentemente
limpios como Anglesey en Inglaterra. Los resultados seRfalan la
presencia de agentes mutagénicos para bacterias (Salmonella
typhimurium y Escherichia colid s6lo en los extractos ‘de ambientes
contaminados, mientras que esto no es asi en los otros (Parry et
al., 1976>. Tiempo después en Canadad también se probaron extractos
de M. edulis <{tanto activados metabélicamente como no activados)
en el sistema bacteriano de Ames (Salmonellad y no =e detectd
actividad mutagénica ni en las muestras provenientes de puertos
industriales ni en las de lugares supuestamente limpios; en cambio
se observé mutagenicidad en los obtenidos de organismos expuestos
deliberadamente a mutiagenos conocidos (Odense et al., 1984). Los
diferentes resultados logrados en los trabajos mencionados, quiza
se deban a la presencia o ausencia de mutagenos en los distintos
ambientes de colecta o bien a diferencias no aclaradas de los
disefios experimentales o tal vez a falsos positivos o falgos
negativos del sistema de Ames; todo ello deberd ser resuelto para
poder confiar en ese tipo de pruebas. De manera alterna es posible
continuar explorando otros sistemas de prueba in vitro, tal vy
como diversos autores lo han propuesto, esto es que ademas de
experimentar con bacterias también han ejecutado ensayos con
lineas celulares de mamifero (Parry et al., 1985). En experimentos
raelacionados se ha demostrado que la fraccién postmitocondrial de
la glandula digestiva de M. galloprovincialis activa de forma
selectiva a los carcinégenos como las aminas aromaticas, mientras

que no es asi con el benzolalpireno, para convertirlos en
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mutagenos que tienen efecto en Salmonella typhimurium Britvic y
Kurelec, 1986).

El fenémeno de la carcinogénesis en mejillones, al igual que
en otros bivalvos, como ostiones y almejas, se habia estudiado
desde la década de los setenta desde un punto de vista citolégico
e histopatolégico y se logran establecer correlaciones entre
ambientes contaminados y alta incidencia de cancer (Mix et al,
1977>. Sin embargo, los mecanismos basicos moleculares y celulares

P on a ir $-1-] recientemente, por e jemplo se ha

determinado que un tipo de neoplasia hémica en el supuesto
mejillén M. edulis de California, EUA, es causada por un agente
transmisible que se sospecha puede ser un retrovirus, aunque
faltan evidencias (Elston et al., 1988). Las consecuencias de las
neoplasias hémicas en mejillones son diversas pero una bien
demostrada es que los hemocitos con nucleos enormes presentan
disminucién en la capacidad fagocitica, en comparacién con las
célulags de organismos sanos, lo cual puede tener relacién. con la
elevada tasa de mortalidad que se ha registrado en los organismos
con este tipo de neoplasias (Kent et al., 1989).

En mejillones =e ha trabajado poco sobre teratogénesis
<Martin et al.,, 1981>, pero pudieran ser un sistema de prueba de
calidad similar al de las alme jas, las ostras y otros
invertebrados marinos, debido a que se cuenta con informacién
abundante acerca de los gametos, de la fecundacién y del

desarrollo de embriones y larvas <(Bayne, 1976b).
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LA CONTAMINACION EN LA COSTA DE BAJA CALIFORNIA

La contaminacién ambiental ha despertado inquietudes debido a
que en un tiempo muy breve de la historia del planeta, de pocas
décadas, se han introducide miles de agentes quimicos que han
pasado a smer parte de la vida cotidiana, unos que brindan
beneficios y otrozs perjulcios. Un dato destacado es el del
registro de la Sociedad Americana de Quimica, que en 1977 contenia
mas de cuatro millones de distintas entidades quimicas, con un
incremento promedio de 6,000 por semana. También es notable el
hecho de que en el mundo existian en esas fechas aproximadamente
70,000 agentes quimicos de uso comin y que la industria enviaba
anualmente al mercado alrededor de mil nuevos compuestos <(Maugh,
1978; Tice, 1984).

La contaminacién marina se ha investigado desde diversos
enfoques, uno de ellos es el de cuantificar las sustancias
acumuladas en bivalvos, entre A lo=s que destacan me jillones,
ostiones y almejas <(Goldberg et al., 1978; Morse et al., 1985;
Neff et al, 1988). Se han escogido con frecuencia a los bivalvos
porque presentan gran capacidad para biocacumular o bioconcentrar
los contaminantes del agua y de los alimentos y como entre estos
altimos se encuentran microalgas y bacterias, que a su vez pueden
contener contaminantes como metales pesados y pesticidas, entonces
es posible que ocurran tanto la bioconcentracién como la
bicamplificacién, siendo este Gltimo proceso el incremento de la
concentracién de los contaminantes en los tejidos de los seres
vivos conforme se suceden en las cadenas alimentarias.

La costa de Baja California y en particular la zona fronteriza

59



ha recibido atencién especial en cuanto a la contaminacién del
agua, aire y tierra debido a los conflictos que han ocurrido con
el pais vecino, asi como por el interés que tiene México por
exportar productos marinos y terrestres, que cumplan con los
requisitos de =sanidad y calidad. En la regién norte de BC la
calidad del agua estA siendeo afectada por las deficliencias en la
colecta y el tratamiento de aguas residuales, tanto domésticas
como industriales, asi{ como por los desechos industriales vy
agricolas.

Recientemente la Secretaria de Desarrollo Urbano y Ecologia
(SEDUE,, actualmente SEDESOL) y la Agencia de Proteccién Ambiental
de Estados Unidos <EPA) se propusieron de manera conjunta, evaluar
el volumen de los residuos peligrosos y de los residuos sdélidos en
el area fronteriza, asi como la cantidad de desechos que genera la
industria y la forma en que se dispone de ellos. En ese mismo
sentido se han orientado algunas 'acciones, entre las que destaca
el proyecto sobre sanidad del agua para la zona Tijuana/San Diego,
cuyo costo es de vario= cientos de millones de délares (SEDUEZ/EPA,
1991),

Las investigaciones =sobre contaminacién marina en Baja
California =se iniciaron en la década de los setenta, me orientaron
principalmonte a la medicién de DPDT y metales dCu y 2Zn> en
mejillones Mytilus californianus (Suarez Vidal y Acosta Ruiz, 1976
a,b). En esos trabajos se detectaron concentraciones bajas de los
metales al compararseles con los datos reportados para otras
regiones, asi también =e encontré que la distribucién de las

concentraciones de DDT no presentaron un patrén definido.

60



Poco despuéds sme estudié en la misma especie de mejillones la
concentracién de Aroclor 1254 que es un tipo de bifenilo
policlorado (BPGQ> a lo largo de la costa desde Popotla, sitio
préximo a la frontera, hasta Bahia San Quintin; los resultados
mostraron que en las zonas mas retiradas de la frontera, como San
Quintin y Eréndira, no se registré BPC o bién se detectd solo como
traza, mientras que en la localidad cercana a la frontera <(Popotla)
las concentraciones fueron de 31 ng/e hasta 7.3 ng/g en
diferentes meses d(Gutiérrez-Galindo y Cajal-Medrano, 1981). Esas
cifras son muy bajaz en comparacién con las observadas en M.
californianus colectados en EUA, cerca de la frontera, en La
Jolla, Calififornia, que fueron de 85 ng/g <(1978> hasta 37 ng/g
€1979> y de 1,700 ng/g C1978> y 1,400 ng/g (19795 en el denominado
M. edulls de San Diego C(Martin et al., 1980).

GQutiérrez-Qgalindo et al. (1983a, b)> analizan de nuevo la
presencia de Aroclor 1254 (BCP> .y de pesticidas organoclorados,
DDT y sus metabolitos, heptacloro, epéxido de heptacloro y aldrin,
en la costa de BC. Establecen que las concentraciones de BCP son
inferiores a la medida sefialada como aceptable para el consumo
humano por la Agencia Norteaméricana de Alimentos y FaArmacos que
es de 2 mg/Kg-1. Asi mismo determina que la razén de I DDT/BPC
es menor que 1. Un aspecto que llama la atencién de los trabajos
citados es que se observaron las menores concentraciones de DDT en
masculo aductor y manto, mientras que las mas altas en visceras, y
laz intermedias en gdonadas y branquias.

La cantidad de DDT también smse han medido en oréanismos como

el osmtién Japonés Crassostrea gigas que se cultiva en Bahia San
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Quintin y se ha observado que las concentraciones son cinco veces
menores a las presentadas por los me jillones del sur de
California, EUA <(Gutiérrez-Galindo et al., 1984).

El mercurio se ha evaluado en los mejillones M. californianus
residentes en la zona comprendida desde la frontera México-EUA,
hasta Bahia San Quintin, BC, donde se determindé que el patréon de
concentraciones cambia con el tiempo, ya que en 1la regién sur, en
sitios como Eréndira, Punta China y San Quintin, que estan
alejados de las cludades se detectaron las mayores cantidades de
Hg en los meses de abril y julio, en tanto que en la parte cercana
a las ciudades, hacia el norte, las cifras mas altas fueron en
febrero. Los datos de la parte sur, que de manera inesperada
resultaron muy elevados, son debidos quizd a fuertes =surgencias
que hacen que suban a la superficie los contaminantes que han sido
arrastrados poxr las corrientes que vienen del norte, de tal suerte
que quedan a la disposicion de los me jillones de la zona
intermareal (Gutiérrez-Galindo y Flores-Mufioz, 1986).

La plata es otro elemento que se ha estudiado como indicador
de desechos domésticos a lo largo de las costas de California, EUA
y de Baja California. Se encuentra una correlacién estrecha entre
las descargas domésticas y la concentracién de plata en los
me jillones M. californianus, por ejemplo en lugares con descargas
enormes como son las playas préximas a San Diego, California,
presentan hasta 100 veces mas plata que en los sitios considerados
limpios, como lo es Punta Abreojos, BC (Martin et al.,, 1988).

La presencia de DPT también =e ha analizado en me jillones de

la supuesta especie M. edulis de Baja California, en un estuario
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proximo a Ensenada (Galindo~Bect y Flores-Baez, 1991; Flores-Baez
y Galindo~Bect.,, 1989)>. Los trabajos con dicha especie =son mas
limitados debido a que sus poblaciones son escasas en nuestras
costas.

Los estudios comentados se refieren a la costa occidental de
Baja California, pero recientemente se han extendido a la zona de
riego del Valle de Mexicali y a la costa del Golfo de California,
en donde se han examinado especies distintas, tales como almejas,
peces y mejillones. La informacién citada puede complementarse y
confrontarse con la enorme cantidad de datos que han generado de
manera continua diversos grupos e instituciones de investigacién
de los EUA <(Goldberg et al.,, 1978; Safudo-Wilhelmy y Flegall,

1991>.
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EL MEJILLON Mytilus californianus C(CONRAD, 1837> COMO SISTEMA
EXPERIMENTAL EN MUTAGENESIS

Uno de los problemas mas diffciles de resolver es el de
seleccionar la especie que se utilizara en el traba jo de
mutagénesis. Ya sea que el propéosito consista en realizar el
estudio in situ con el objetivo de detectar sitios de riesgo, o
para llevar a cabo experimentos bajo condiciones controladas de
labovrat.orio in vivo o in vitro o bien que se pretenda trabajar
de las tres formas.

Para hacer dicha seleccién se requiere de criterios y en este
punto es posible hacer uso de algunos empleados en campos del
conocimiento afines como son: la Toxicologia y 1la Ecotoxicologia,
y conjugarlos con los de Mutagénesis.

El mejilléon Mytilus californianus posee muchas cualidades que
hacen de ¢l un buen sistema experimental en mutagénesis, entre
ellas destacan las siguientes:

1. Tiene un carfotipo de 28 cromosomas, que aunque no son
gigantes, tampoco pequefios. El carijotipo de M. californiaﬁus es
parecido al de otras especies de Mytilus <M. galloprovincialis y
M. edulisd> <(Ahmed y Sparks, 1970; Dixon y Flavell, 1986; Méndez et
al.,, 19900,

2. Es abundante en las playas rocosas de América del Norte; su
distribucién geografica es amplia ya que se le encuentra desde
las Islas Aleutianas hasta el Sur de Baja California y es de facil
acceso (Haderlie y Abbott, 1980; Aguilar-Rosas et al., 1988). Por
lo tanto es posible pensar que siempre se podrian obtener
ejemplares para la experimentacion.

3. Es un organismo de facil manejo durante la colecta de muestras

y la transportacién, ademas se le puede mantener facilmente en
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condiciones de acuarios y en el laboratorio durante tiempo
indefinido.

4. Es amplio el conocimiento biolégico que existe de Mytilus y es
abundante la informacién conocida sobre M. californianus, en
campos tales como: Genética, Taxonomia, Ecologia, Fisiologia,
Embriologia y Biologia de la reproduccién <(Bayne, 1976b>

8. M. californianus es un organismo que no tiene problemas de
caracter taxontmico ya que se puede identificar facilmente. Su
situacién es distinta a la que presentan las especies M. edulis y
M. galloprovincialis en diversas regiones del mundo, que incluyen
la costa del Pacifico de América del norte (Soot-Ryen, 1955;
McDonald y Koehn, 1988; McDonald et al., 1991).

6. Se conoce el papel que desempefila en' el ambiente natural, por
ejemplo como especie dominante en muchas de las comunidades de la
zona intermareal rocosa, asi como por su destacado papel en la
modificacién de sustratos, que favorece el establecimiento de
otras especies. Es también wun consumidor de productores primarios
y es capaz de bicacumular y bicamplificar a diversos contaminantes
de su ambiente (Seed, 1976; Bayne et al., 1980)D.

7. Los mejillones se han empleado desde la década de los setenta
como organismos centinelas de contaminacién quimica por su
capacidad para bioconcentrar y biocamplificar agentes ambientales
C“Mussel Watch’””> y es abundante la informacién recabada tanto
local <en Bd) como regionalmente <(en las costas de EUA> de tal
suerte que dichos datos pudieran complementarse con lo que =se
lograra obtener desde el enfoque de la mutagénesis ambiental
<(Bayne, 1978; Bayne et al., 1980; Gutiérrez-Galindo et at.,

‘
1983a,b; Martin et al., 1988).
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condiciones de acuarios y en el laboratorio durante tiempo
indefinido.

4. Es amplio el conocimiento biolégico que existe de Mytilus y es
abundante la informacién conocida sobre M. californianus, en
campos tales como: Genética, Taxonomia, Ecologia, Fisiologia,
Embriologia y Biologia de la reproduccién {(Bayne, 1976b>

8. M. californianus es un organismo que no tiene problemas de
caracter taxondOmico ya que se puede identificar facilmente. Su
situaciéon es distinta a la que presentan las especies M. edulis y
M. galloprovincialis en diversas regiones del mundo, que incluyen
la costa del Pacifico de América del norte (Soot-Ryen, 1955;
McDonald y Koehn, 1988; McDonald et al., 1991).

6. Se conoce el papel que desempefia en - el ambiente mnatural, por
ejemplo como especie dominante en muchas de las comunidades de la
zona fintermareal! rocosa, as{ como por su destacado papel en la
modificacién de sustratos, que favorece el establecimient.o de
otras especies. Es también un consumidor de productores primarios
y es capaz de biocacumular y biocamplificar a diversos contaminantes
de su ambiente (Seed, 1976; Bayne et al.,, 1980).

7. Los mejillones se han empleado desde la década de los setenta
como organismos centinelas de contaminacién quimica por su
capacidad para bioconcentrar y bicamplificar agentes ambientales
“Mussel Watch’’> y es abundante la informacién recabada tanto
local <en Bc') como regionalmente (en las costas de EUA) de tal
suerte que dichos datos pudieran complementarse con lo que se
lograra obtener desde el enfoque de la mutagénesis ambiental
<Bayne, 1978; Bayne et al., 1980; Gutiérrez-Galindo et al.,

'
1983a,b; Martin et al., 1988).
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8. Es una especie importante en varios aspectos, por ejemplo en
los siguientes: econémico, ecologico, alimentario y recreativo.
Por lo que la informacién acerca de la mutagénesis que se pudiera
obtener de ellos, no se necesitaria extrapolar al hombre, ya que
los mejillones son importantes por si mismos. Sin embargo, si se
deseara intentar hacer alguna extrapolacién tanto al hombre como a
otros organismos que son consumidores de me jillones.

Cabe decir que se busmcaron mas opciones animales que pudieran
ser - buenos sistemas experimentales en mutagénesis marina, entre
ellos cabe citar a diversas especies de peces, almejas, ostiones,
gasterédpodos y quitones; asi{ también se revisaron otras dos
especies de mejillones, el denominado Mytilus edulis de Baja
California <(que probablemente es M. galloprovincialis) y el otro
es Modiolus capax, que es abundante en el Golfo de California y
que se supone también esié distribuido en la costa del Pacifico.
De todos los organismos examinados desde diversos enfoques, tanto
practicos como teéricos, el que resultdé mejor como modelo
experimental fue el mejillon Mytilus californianus. Desdev luego
con este sb6lo es posible realizar trabajos in situ en la costa del
Pacifico y particularmente en los sitios rocosos o con rocas vy
arena. Sin embargo, también pudiera ser util en experimentos en

donde se transladara a otros sitios y me expusiera a los ambientes

. contaminados, asf{ como en investigaciones de laboratorio.
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OBJETIVO GENERAL

Obtenexr un modelo animal para la investigacién de mutagénesis en

el ambiente marino.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Seleccionar la especie que se utilizara como modelo.

2. Ubficar las colonias del organismo en la zona de estudio.

3. Establecer las condiciones de colect.a, transporte v
mantenimient.o de los organismos en acuarios.

4. Montar las técnicas de obtencién de suspensiones de células,
elaboracién de preparaciones y de tincién.

8. Determinar el indice mitético M) en células de branquias y
tubo digestivo.

6. En el caso de que el IM sea bajo, entonces desarrollar un
método para incrementarlo, de tal manera que sea factible
realizar el andlisiz cromosémico.

7. Determinar las caracteristicas del cariotipo de 1la ) especie
seleccionada como modelo.

8. Analizar los tipos de dafios en cromosomas y nucleos
interfasicos en organismos colectados en diversos sitios de la
cost.a de Baja California.

9. Evaluar la posibilidad del cultivo de branquias y hemocitos.
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MATERIALES Y METODOS
1. SELECCION DE LA ESPECIE QUE SE EMPLEO COMO MODELO

Fue =meleccionada a partir de una revisién bibliografica
amplia sobre aspectos biolégicos, tales como distribucién
geografica y local, =situacién taxonédmica, reproduccién, genética,
importancia ecolégica, entre otros. También se corroboraron en un
sentido practico numerosos datos, entre los que destacan facilidad
de identificacién, de colecta, de manejo y de mantenimiento en
condiciones de laboratorio.

2. UBICACION DE LAS ‘ZONAS DE ESTUDIO Y TIEMPO DE COLECTA

Después de haber seleccionado a la especie que funcionaria
como modelo, el mejillén Mytilus californianus, se procedié a
ubicar los lugares de colecta a partir de una exploracién directa
de la costa de Baja California, desde Rosarito hasta San Quintin.
Se decidié que fueran cuatro sitios, tres de ellos quedaron
ubicados en la Bahia de Todos Santos, que fueron Km 105 <(cerca de
Punta Morro), El Rompeolas y Punta Banda y la localizacién del
restante fue Eréndira (Vexr fig. 3D.

Las muestras utilizadas en la evaluacién del dafio genético en
branquias se tomaron en septiembre de 1989 y las de tubo digestivo
en diciembre del mismo afio.

3. CONDICIONES DE COLECTA Y MANEJO DE ORGANISMOS

Las condiciones de colecta, transporte y mantenimiento en el
laboratorio, se establecieron de manera empirica.

La colecta se realizd siempre en las mismas poblaciones de la zona
intermareal, que fueron escogidas por =su facil acceso y por =u

numero elevado de organismos de diferentes tallas. Al principio =se
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revisaron varias formas de transporte por ejemplo se envolvian en

papel, mantas o costales de ixtle humedos, también se probé con
una cubierta de las macroalgas mas abundantes de cada sitio, asi
como sin ésta. Se decidié transportarlos sin cublierta alguna
cuando se les iba a procesar de inmediato o bien para los estudios
de evaluacién de dafio genético en lo= lugares escogidos, que se
llevaron a cabo dentro de las primeras 24 horas después de tomadas
las muestras. Se escogieron ejemplares con tallas de 6.0 a 80 cm,
para los ensayos con branquias y tubo digestivo. Para los cultivos
de hemocitos se trabajé con mejillones de longitudes comprendidas
entre 10 y 14 cm. Los organismos colectados, de 30 a 40 por cada
sitio, me transportaron en recipientes de plastico y de inmediato
se colocaron en acuarios de 120 L con aeracién constante y sin
alimentacién en los casos en que se les procesaria dentro de un
lapso de 24 horas. Cuando se analizé el dafio genético, el agua de

los acuarios fue tc da del i > lugar de colecta.

4. TECNICAS DE OBTENCION DE CELULAS, ELABORACION DE PREPARACIONES
Y TINCIONES

La técnica basica de la cual se partié es la qgue emplearon
Moynihan y Mahon <(1983) para obtener cromosomas de branquias del
mejilltn Mytilus edulis y que deriva del procedimiento que Bantock
y Cockaine <(1976> utilizaron para analizar cromosomas de tejido
testicular del gasterépodo Nucella lapillus, que a continuacién se
describe:

Se extrajeron las branquias de M. californianus y se
colocaron en colchicina diluida al 0.04% eon agua de mar al 50%,

durante 30 minutos. En este trabajo se probaron ademas otros
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Tabla V. Constituyentes del medio Benex

Substancias Concentracién (g-L>
NaCl ... . 10.00
KCl 1.00
MsClz . 0.15
(}acl2 crevsstnennnraniane 0.20

Amortiguadores de fosfato y
bicarbonato

ANTIBIOTICOS CUL/ 1>
Penicilina ......... 100
Colimicina ........... 500




tiempos que variaron de 1 a 8 horas. Después se dejaron reposar
30 minutos en agua de mar al 25%. Se fijaron con etanol absoluto
y acido acético (3:1) durante 18 minutos, esto se repitié cuatro
veces. Cada trxrozo de branquia se transfirié al Acido acético al
5024, en donde permanecié sproximadamente 18 minutos y luego se
agité vigorozamente hasta que se formé una suspension de células,
Se tomdé una muestra con una pipeta Pasteur y se dejaron caer tres
gotas sobre un portaobjetos caliente 40°0) Y Se secaron en un
termoplateo a esa misma temperatura; luego se introdujeron en
amortiguador de fosfatos a pH 7.0 durante 2 minutos y se tifieron
con Giemsa al 2% por 10 minutos. Se lavaron con agua corriente y
se dejaron secar al aire.
Técnica de la inyeccién de colchicina

La técnica de Moynihan y Mahon <(1983> no brindé buenos
resultados en cuanto a metafases y por ello se probaron otras
formas de aplicacién de la colchicina, varios tiempos de
exposicién, entre otras variaciones, que a continuacién -se
describen:
A los mejillones de =se les aplicé una inyeccién de colchicina
diluida al 0.04% en medio de Benex. Se utilizé una jeringa de 3 ml
y la aguja se introdujo a través del orificio del pie. El medio de
Benex fue escogido porque es el recomendade para el cultivo de
érganos del mejillén M., edulis y se preparéd de acuerdo con lo
indicado en la tabla V, ya que ast lo describe Gomot <{1977).

Los volimenes enmayados fuerom: 10, 05 y 025 ml; los
tiempos de tratamiento a probarse fueron 1, 2, 4, 6 y 8 horas

durante los cuales los organismos permanecieron en acuarios.
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Transcurrido el tiempo de ‘cada tratamiento, =se les corté el
masculo aductor y se les extrajeron las branquias y el tubo
digestivo completos. Después se cortaron en trozos de 1 cm de
longitud. Los =segmentos de tracto digestivo =se abrieron, =se
lavaron suavemente con agua de mar hasta que se apreciaron
limpios. A cada fragmento se le colocd en 7 ml de a2gua de mar al
25% y se raspdé suavemente con un bisturi y luego sme le dejo
reposar durante 20 a 30 minutos. Se centrifugé a 800 rpm durante
10 minutos y se eliminé el sobrenadante con una pipeta Pasteur,
enseguida se les aplicé 5 ml de fijador d<(metanol y acido acético,
3:1>. Los tejidos permanecieron a temperatura ambiente <(20¢C)
durante 30 minutos, se volvié a centrifugar y se eliminsé el
sobrenadante. De nuevo se afladieron B8 ml de fijador y ast
permanecieron reposar durante 1 hora. Después se desechéd el
fijador y me agregaron B ml de acido acético al 80¥ y se agitéd
suavement.e, luego se dejd en reposo durante 30 minutos. Este paso
puede ser omitido cuando se realiza un raspado muy fino de las
branquias y el tubo digestivo. Transcurrido el tiempo, se agitéd

cada tubo fuertemente, hasta observarse una suspensién blanquecina

y alguno=zs f. ntos grand que fueron eliminados. Se centrifugd

otra vez y se desechéd el sobrenadante, se dejé aproximadamente 1
ml por encima del paquete celular. Con el material precipitado se
hicieron preparaciones con la técnica de goteo y se secd a 40°C
Caproximadamente). Después se aplicé colorante Giemsa diluido 1:20
en amortiguador de fosfatos 001 M a pH 7.0, durante 10 minutos.
Finalmente se desechéd el colorante, se lavé con agua destilada o

con agua corriente filtrada, durante 2Z minutos y se dejé secar al
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aire. Las observaciones me realizaron en un microscopio American
Optical 110 con accesorios para micrografia.

Téant del io con colchicina

Otro procedimiento probado conzistié en introducir a los
mejillones en un acuario comn colchicina al 0.04% en agua de mar.
De manera preliminar =se utilizaron dos volamenes: 1 y 2 L. Pero
el volumen mayor fue el que =se utilizé en el analisis de
cromosomas. En cada acuario se colocaron de 6 a 8 ejemplares
con tallas de 8§ a 7 cm de longitud, durante 1, 4, 6 y 8 horas.
Después se abrieron los me jillones, =e les extrajeron las
branquias, me cortaron en trozos y se repitieron los pasos citados
en el procedimiento anterior, hasta obtener las preparaciones
teflidam con Giemzma. Las diferencias entre este procedimiento y el

antes citado, son que en éste no se diluye la colchicina en medio

de B -7 & al animal completo y =me le mantiene en un
acuario pequefio.
AnaAlisis citogenédtico del me jillon Mytilus californianus

Durante el estudio acerca del cariotipo del me jillén
californiano se colectaron organismos con tallas de 6 a 7 cm de
longitud, de 1la Bahia Todos Santos, Ensenada, BC y se les
aplicaron los tratamientos descritos antes, principalmente el del
acuario. En algunos casos varidé ligeramente el procedimiento, en
los punto=s sigulentes:
1. Después de haber expuesto los organismos durante 6 y 8 horas,
se les extrajeron las branquias y se cortaron en trozos de 05 a
1 cm. Luego se les aplicé dos veces el choque hipotonico durante

20 minutos.



2. Después se fljaron en metanol-acido acético (3:1) en tres
ocasiones y se hizo una suspensién celular.

3. Con las células en suspensién se hicieron preparacione=s
mediante la técnica de goteo y secado al calor de un foco.

4. Se tifferon con Giemsa diluida 1:20 en solucién amortiguadora de
fosfatos pH 7.0 para obtener una tincién uniforme. Las bandas se
obtuvieron al aplicar una tincién con Giemsa diluida 115 en
amortiguador de boratos a pH 9.0 durante 8 a 10 minutos. E! resto
del analisizs de cariotipo se hizo con lo que a continuacién se
indica:

8. El namero cromosémico diploide se determiné mediante el conteo
directo de mas de 20 células por individuo.

6. Se escogirron las mejores metafases y profases para realizar
los cariotipos.

7. Losms idiogramas de las bandas se elaboraron manualmente, a
partir del analisis de todas las regiones de cada cromosoma.

En adicién a lo anterior, los parametros cuantitativos
siguientes: longitud relativa <LR), relacién de brazos <C(RB> e
indice centromérico <IC), me obtuvieron mediante la aplicacién del
paquete de cémputo LEON 1 (MAarquez y Licea, 1991). Pero las
mediciones de los brazos p y q se realizaron directamente sobre
amplificaciones en papel y el resto del proceso,desde el punto 3,
lo ejecuta el programa, inclusive los idiogramas. A continuacién
se desaribe el procedimiento:

Procedimiento para obtener loz parametros citogenéticos LR, RB
e IC

1. Aparear los cromosomas preliminarmente de acuerdo con el tamafio
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y a la posicién del centrdmero. Cuando tienen bandas también =e
toma en cuenta el patrén de bandeo. ’

2. Para cada cromosoma se hacen cuatro mediciones: longitud de
brazo corto (p), donde =me miden las cromatidas izquierda y derecha
¥y en brazo largo (q), también se miden las dos cromatidas.

3. Se obtiene el promedio de ambas cromatidas, tanto de brazos
cortos como largos y la suma de los dos promedios (de p y @ es la
extensién de un cromosoma. Sacar de la misma forma las longitudes
de todos los cromosomas de la metafase.

4. La longitud absoluta de un par de cromosomas se logra si se
obtiene el promedio de la longitud de las cuatro cromatidas de
dicho par de cromosomas.

5. El total del complemento haploide es igual a 1la mitad de la
suma de la longitud de todos los cromosomas.

6. La longitud relativa C(LR) de un determinado par de cromosomas

se calcula de la siguiente manera:

LR = 100 X longitud abmoluta de un par de cromosomas
longitud total del complemento haploide

RB = longitud de brazo corto
longitud de brazo largo

IC = 100 X longitud de brazo corto
longitud cromosdmica total
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PRUEBAS CON MITOMICINA C

Los mejillones fueron colectados de la zona de Eréndira y se
escogieron tallas de 6 a 7 cm. Después se trataron 4 organismos
con cada una de las concentraciones de mitomicina G €6x10°° M v
12x10™° M y un tercer lote fue el testigo. Cada grupo se colocé
en acuarios pequeflos de 4 L de capacidad, cerrados y con aeracién
constante y a temperatura de 18 a 20°C.

Transcurridas las 24 horas, los mejillones que se utilizaron
pPara analizar las aberraciones cromosémicas fueron expuestos
durante 6 horas a colchicina al 0.04% dentro de un acuario, luego
se les extirparon las branquias y se procesaron de acuerdo con la
descripcién mencionada para el método de inyeccién.

Por otra parte, los mejillones que e emplearon para
evaluacién de micronucleos no se expusieron a colchicina ni al
chogque hipoténico, mientras que el resto del procedimiento fue
igual,

Antes de manipular los organismos se les lavé con agua de mar
limpia y se usaron guantes de plastico.

Para el anAlisis de aberraciones cromosétmicas se examinaron
en promedio 54 metafases gue tuvieran por lo menos 24 cromosomas.
En cada grupo se estudiaron en promedio 217 células.

Para la evaluacién de micronacleos en branquias se observaron

2,000 células por individuo.
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EVALUACION DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS Y MICRONUCLEOS EN
BR}\NQUIAS DE 3 POBLACIONES

La evaluacién 1in situ del daflo genético se realizé con
muestras de dos sitios al interior de la Bahia Todos Santos, Km
105 y el Rompeoclams, y uno al exterior, Eréndira <Fig. 3). Se
estudiaron 10 organismos por cada lugar para aberraciones
cromoséomicas y 10 para microntcleos. Los organismos se procesaron
inmediatamente después de 1la colecta o en el transcurso de las
siguientes 24 horas. Cuando perMcieron varias horas en el
laboratorio se les colocd en acuarios que contenian el agua de su
ambiente, que fue translada en recipientes de 60 a 80 litros. El
procesamiento para analisis de cromosomas y de micronaGcleos se
hizo en los términos descritos previamente.

EVALUACION DEL PANO GENETICO EN EL TUBO DIGESTIVO

Los mejillones escogidos midieron en promedio 7 cm y se
tomaron 10 organismos en 4 lugares Km 103, Rompecolas, Punta Banda
y Ejido Eréndira (Fig. 3D.

Se decidié hacer énfasis en los micronicleos y en los nucleos
heteropicnéticos porque en ensayos preliminares se obtuvieron
pocas metafases por preparacidn. Se observaron 1,000 célulax por
e jemplar, esto es 10,000 por cada sitio, porque la cantidad de
material es menor que en las preparaciones de branquias,

El procesamiento del tubo digestivo se describié en el método
de inyecciéon.

Para las observaciones se empled microscopia de campo claro y

de contraste de fases, en un microscopio American Optical 110.
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CRITERIOS DE EVALUACION DE MICRONUCLEOS
1. Se consideraron sélo micronacleos redondos u ovalados, con un
color similar al del nacleo principal.

2. S6lo se tomaron en cuenta los micronidcleos a un lado del nacleo

principal y en el izmo citopl Aqui fue util la microscopia
de contraste de fases.

3. Se escogieron células redondas u ovaladas, del mismo tamafio y
de forma parecida.

4. Se excluyeron células con tincién poco clara o bien con exceso
de colorante.

5. También se eliminaron células translapadas o con artificios

como cristales de colorante, basura o restos de tejido.

PRUEBAS ESTADISTICAS

Se utilizaron las pruebas no pramétricas Kruskal-Wallis para
detectar diferencias entre mas de dos grupos y Mann-Whitney que es
atil en la comparacién de dos grupes. Las pruebas se realizaron

con la ayuda del paquete estadistico PRIMER.
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CULTIVO DE HEMOCITOS

Loz mejillones colectados para este propésito en la zona de
Eréndira tuvieron tallas de 10 a 14 cm. Se levaron a cabo los
siguientes pasos:
1. Extraccién de hemolinfa de - los senos venosos por medio de una
Jeringa para insulina. '
2. De la hemolinfa se tomaron 05 ml y se vertieron a tubos de
ensaye <13x100 mmd, que ya ‘cont.enlan 1 ral del medio a probar y 5
gotas de antibiético C(penicilina 5;000 Ul/mil y est.reptomicina
8 mg/mld). Los medios a probar !'uexjon: hemolinfa libre de células
CHLC), agua de mar esterilizada <AME), medio de Benex (MBY> y una
mezcla de medico McCoy con medio de Benex (MB+MCD,
3. Los cultivos fueron cerrados y mantenidos a temperatura
ambiente entre 18 y 20- C,
4. Se hicieron evaluaciones cada 24 horas sobre la viabilidad

celular para o que se le6 la técnica de exclusién del azul de

tripano y =se cuantificaron en un hemocitémetro. El resto de las
célulaz fueron centrifugadas a 500 rpm durante 15 minutos.

‘5. Después de la centrifugacién se fijaron con metanol y Acido
acético (3:1) en tres ocasiones.

6. Con el botédn celular sme hicieron preparaciones por goteo y el
secado fue al calor de un foco.

7. La tincién =e hizo con Giemsa a pH 7.0 diluida 1:20, durante 20

minutos.
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CULTIVO DE BRANQUIAS
1. Medios probados: Benex, hemolinfa libre de células y agua de
mar. Se esterilizaron con filtros Milliporo de 0.22 pum.
2. Todos los instrumentos y la cristalerta fueron lavados vy
esterilizados de acuerdo con procedimientos establecidos para
cultivo de tejidos.
3. Se probaron dos tipos de tubos de cultivo: uno de 9 ml y otro
de 85 mi.
4. Se trabajé con distintos volumenes de medio: 2, 5, y 15 ml y se
les agregé una mezcla de penicilina (8,000 Ul/ml> y estreptomicina
B mg/mb.
5. Los cultivos me hicieron en campana de flujo laminar y se
emplearon fragmentos de branquias que midieron aproximadamente
0.5 cm de ancho por 1.0 cm de largo.
6. Se hicieron evaluaciones cada 12 horas durante un periodo de 96
horas. Se revisd lo =iguiente: A> movimiento ciliar, B> tamafio y
forma de lom oilios, C) coloracién del tejido, D> presencia o
ausencia de microorganismos y E) aspectos generales del cultivo
como: turbidez, color del medio y olor.
7. De manera paralela se hicleron preparaciones con células
fijas y teRidas con Glemsa, de cultivos de 24 y 48 horas.
EVALUACION DE LOS CULTIVOS
Ad> Movimiento ciliar: +++ m acelerado; 4+ = normal

+ = menom que el normal; 0 = sin movimiento
B) Tamafio: g = muy laprgo; %@ = normal; = corto
<) Forma: NA normal; A = anormal

D) Coloracién PN = normal (amarillento); DP = Despigmentado

ESTA TESIS g bEsE
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E> Otros datos generales (turbidez, color del medio y oloxr).
Por normal se entiende a las caracteristicas de las células
obtenidas de organismos recién sacrificados.
Para resumir la informacién de la evaluacién se dimefid un
sistema de calificacién que consiste en lo siguiente:
El valor maximo es igual a 10 y corresponde a los cultivos
que presentan las caracteristicas de un cultivo inicial,
7 = Cuando se conservan tres caracteristicas relevantes tales
como: movimiento, tamafio, forma y coloracién.
S5 = Cuando se conservan s6lo dos de las caracteristicas.
0 = Pérdida de los cilios.
Este sistema de calificacién podria tener otras notas intermedias

si asi se deseara.
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RESULTADOS
I. METODOS PARA EL INCREMENTO DEL NUMERO DE
METAFASES POR PREPARACION



RESULTADOS
METODO DE LA INYECCION DE COLCHICINA

Se obtuvieron buenos resultados en branquias de organismos
tratados con 10 y 05 rnl de colchicina diluida al 0.04% en medio
de Benex, se obmervaron de 40 a 60 mitosis por preparacién (Fig.
4ad>. En los tratamientos en que =e inyectd 10 y 05 ml de
colchicina y se dejé reposar a los organismos durante 4 y 6 horas
se alcanzaron de 15 a 45 mitosis. Con las aplicaciones de 0.25 ml,
la produccién de mitosis fue escasa, asi como con los ensayos en
los que el tiempo de exposicién al farmaco fue de 1 y 2 horas. Los
resultados se muestran en las Figs. 5 y 6.

Los resultados logrados con el procedimiento de la inyeccién
se comparan con los alcanzados cuando se utilizé la técnica que
refieren Moynihan y Mahon (1983) y considerada como basica al
principio de este trabajo <(Fig. 6). Algo deatacado es que con 1 y
2 horas no existen diferencias entre ambas técnicas, en tanto que
con tiempos mayores es grande la diferencia y fue mejor la
aplicaciéon de colchicina con inyeccidn.

En las preparaciones de tubo digestivo se observé un bajo
numero de mitosis. Los promedios de dichos datos se comparan con
los de branquias en la figura 8. Cabe aclarar que este es un
intento por incorporar a los eétudios de analisis citogenéticos a
un érgano que hasta la fecha no ha sido considerado por otros

autores.
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Fig. 4. Metafase del mejillén M. cali forniuanus con  un
nucleo  interfasico al ladoe CAY y un campo con
tres metatfases B8O
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METODO DEL ACUARIO CON COLCHICINA

Con el procedimiento de inyeccién =sme alcanzaron resultados
moderados en cuanto a la cantidad de metafases y buenos en la
calidad. Pero a pesar de que con tal avance se podian realizar
diversos andalisis citogenéticos, se decidié explorar otra opcién,
que consistié en la preparacién de 2 L de colchicina al 0.04%
diluida en agua de mar filtrada, misma que fue depositada en un
acuario con capacidad de 4 L con aeracién. Ahi se colocaron 8
ejemplares de 5 a 7 cm de longitud del eje mayor, durante 1, 4, 6
y 8 h <(fueron dos organimmos por tiempo y por acuario y se usaron
dos acuarios). Los datos (Fig. 7> indican que tal forma
de aplicar la colchicina es excelente, ya que la cantidad de
metafases obtenida es superior a la que se logré con el método de
la aplicacién mediante inyeccion y desde luego no tiene punto de
comparacién con los resultados que se alcanzaron con el método
de Moynihan y Mahon <1983). Los mejores resultados muestran un
promedio de 210 metafases, incluso en algunos individuos tratados
durante 8 h se registraron mas de 400 por preparaciétn y en algunos
campos es posible apreciar varias metafases (Fig. 4b). Con 6 h de
exposicién se lograron aproximadamente 130 metafases y con 4 horas
el promedio fue 54 metafases por preparacién. Un dato relevante es
que los ejemplares no responden en términos iguales ya que existe
una variabilidad alta en la respuesta. Se observa que el numero de

metaf. obedece al tiempo de exposicién al farmaco.
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RESULTADOS

II. CITOGENETICA DE Mytilus californianus
A) ANALISIS DE CROMOSOMAS METAFASKCOS
B) ANALISIS CUANTITATIVO DEL CARIOTHFO
C) ANALISIS PRELEMINAR DE ALTA RESOLUCION

EN CROMOSOMAS PROFASICOS CON BANDAS G



LOS CROMOSOMAS DE Mytilus californianus
1. DATOS BASICOS A PARTIR DE CROMOSOMAS METAFASICOS
Se contaron los cromosomas de 10 a 15 células mitéticas de 40
organismos y se confirmé el numero cromosémico diploide de 28.
El analisis de células meiéticas en metafase I mostrd 14
cromosomas bivalentes (Fig. 9).

2. Se determind que el cariotipo consta de los siguientes
cromosomas: metacéntricos = 3 pares, submetacéntricos = 6 pares
subtelocéntricos = de 4 a 5 pares y telocéntricos = 1 par o
ausentes (Figs. B).

3. El numero cromosémico fundamental (NF) fue de 56 al seguir el
criterio de asignar a los cromosomas subtelocéntricos dos brazos
<p ¥y q), aunque los p sean pequefios. Sin embargo, para quienss
consideran que lom subtelocéntricos y telocéntricos poseen sélo un
par de brazos el NF es de 46.

II. ANALISIS CUANTITATIVO

1. Se obtuvieron los sigulentes parametros: longitud relativa
CLR)>, relacién de brazo <(RB), indice de brazo <(IB) e indice
centromérico C<IC> (Tabla VID,

2. Con los datos de la tabla VI se realizaron idiogramas
CFigs. 10 y 11D,

III. ANALISIS DE CROMOSOMAS PROFASICOS.

1. Se construyé un cariotipo con cromosomas profasicos con el
fin de realizar analisis de alta resolucidén. Aunque no es 6ptima
la calidad lograda en el patrén de bandas G parece que este tipo
de analisis =i podria practicarse en un futuro préximo (Fig. 12).

2. También se prepard de manera manual un idiograma a partir del
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examen de cada una de las regiones de los cromosomas, se logran
apreciar aproximadamente 300 bandas d{(obscuras y claras) por juego

haploide <CFig. 13).
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Tabla VI. Parametros citogenéticos de los 14 pares de
cromosomas. El numero que se indica para los
cromosomas corresponde al orden en que se
introdujeron los datos al programa Letn 1.

Pareja Cromosomas LR REB 1B I
1 S5- 1 8.713 0,630 1.450 40.816
2 2- 4 8.%41 " 0.800 2.000 33.333
3 6- 8 7.823 0. 630 1.588 38.636
4 3- 9 7.740 0.582 1.719 36.782
S 7~ 10 7.473 0.714 1.400 41.667
6 14- 20 7.235 0.547 1.828 35.366
7 24- 15 7.295 0.513 1.329 34.146
8 11- 23 7.117 ©.538 1.857 35.000
9 16~ 13 6.940 0,773 . 2394 43.530
10 18~ 25 6.762 0.520 1.923 34.211
11 12- 22 6.435 0.622 1.607 38.356
12 21— 13 6.406 0.333 3.000 25.000
13 17- 26 6.133 0.643 1.556 39.130
14 28- 27 %5.249 0.595 1.682 37.288
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RESULTADOS

III. DANO GEMNETICO EN MEJLLONES ADULTOS
Mytilus californjanus
A) EvaLuacion IN SITU peEL. DARO EN BRANQUIAS
C(ABERRACIONES CROMOSOMICAS YV MICRONUCLEOS)
B) EvawLvacion IN SITU pE. baNo EN TuBO
DIGESTIVO (MICRONUCLEOS Y OTROS TWOS DE
ANORMALIDADES EN NMUCLEO INTERFASICO
C) ABERRACIONES CROMOSOMICAS Y MICRONUCLEOS

INDUCIDOS POR MITOMICINA C EN BRANQUIAS



ABERRACIONES CROMOSOMICAS Y ALTERACIONES EN NUCLEO INTERFASICO.
En células de branquias y tubeo digestivo fue posible identificar
diversos tipos de aberraciones cromosémicas y de anormalidades

nucleares, por ejemplo:

I. En nucleo interfasico: ad micronucleos y b> nucleos
het.eropicnéticos
II. En cromosomas metafasicos: a> cromosomas aberrantes

{rompimientos cromosétmicos y cromatidicos, fragmentos acéntricos,
cromosomas dicéntricos, anulares, tri y tetrarradiales).

b> Pulverizacién cromosémica. c) Poliploidias.

d) Desespiralizacién cromosémica.

Los tipo de dafio se muestran en las Figs. 14 a la 20.

EVALUACION IN SITU DEL DANO GENETICO EN BRANQUIAS

Se evaluaron células con aberraciones cromosdmicas pero se
excluyeron a las aneuploidias porque resulta diffcil establecer
cuales son causadas por la técnica misma de elaboraciéon de
preparaciones y cuales son provocadas por citotodxicos que ai‘ecban
a los microtubulos o a los centrémeros. También se eliminaron a
las hendiduras o brechas porque su  analisis es tema de
controversia.

En esta parte se examinaron células en las que se pudieron
observar 24 6 mas cromosomas. Se examinaron 50 metafases por
organismo, en promedio. Los datos se muestran en porcentajes de
células con aberraciones cromosémicas C(AC), de tal! modo que cuando
existen células que presentan mas de un dafNo se indica s6lo como

una metafase con AC, por ejemplo en los casos en que existe
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pulverizacién cromosémica © cuando hay daffos multiples. Se optéd
por tal criterio porque es uno de los mas utilizados en la
literatura y porque asi se podra facilitar la comparacién de los
datos y la discusién y también porque las células con multiples
dafiog son escasas. Si se hubieran registrado zonas en donde los
organismos presentaran una frecuencia excepcionalmente alta,
entonces habria sido conveniente adoptar un criterio distinto.
En una evaluacién paralela se analizaron s6lo micronucleos en
branquias; para ello se examinaron 2,000 células por cada uno de
los 10 organismos por =zona. Estos mejillones fueron distintos a
los 10 procesados para evaluar aberraciones cromosémicas.

Se observa (Tablaz VII a y b, Fig. 21> que el porcentaje mayor de
aberraciones cromosémicas fue en la zona denominada Km 105 (6.96),
en segundo lJugar el Rompeolas (804>, aunque no hubo diferencia
estadisticamente significativa entre ellas. La zona menos afectada
fue el ejido Eréndira (2.04) y esta es diferente estadisticamente
de las dos zonas ubicadas en la Bahia Todos Santos, en Ensenada.
En cuanto a micronicleos se observa <(Fig. 21, Tablas VIII a y b)
una tendencia similar con los datos anteriores, aunque los
porcentajes detectados son menores a los de metafases con
aberraciones cromoséomicas, ya que en Km 105 se registré 047>, en
el Rompeolas (037> y en el Ejido Eréndira <0.16>. Entre los dos
primeros no existe diferencia significativa pero entre estas dos y

el ejido Eréndira =i 1la hay.
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Tabla VIIa. Aberraciones cromosémicas <(AC) detectadas
en branquias del mejilldn Mytilus californianus
colectados en tres sitios de BC

Sitio total de metafases AC/100 metafases
metafases con AC + D.E.

Km 108 503 35 696 + 342

Rompeolas 516 26 5.04 * 296

Eréndira 568 12 211 + 1.89

Prueba de Kruskal-Wallis H = 10597 p<0.01

Tabla VIIb. Comparacién de aberraciones cromosomicas
en 100 metafases de branquias de M. californianus
colectados en tres sitios de BC

Rompeolas Eréndira
Km 105 ns E 2]
Rompeolas . -

Prueba de Mann-Whitney *® p<0.05; =2 p<0.01
ns = no significativeo

Tabla ViIc. Aberraciones cromosémicas en branquias de
M. californianus expuestos a Mitomicina C y testigos

Grupo Tot.al de Metafases AC/100 metafases
metafases con AC * DE.

Testigo 212 [ 2.83 * 1.19

MMC [6%10-c M1 229 34 14.85 + 3.93

MMC {1.2x10-5 M1 211 14 2048 + 891




Tabla VIIIa. Micronucleos en branquias de mejillones
M. californianus colectados en tres sitios de BC

Sitio Micronucleos /100 interfases * D.E.
Km 105 0.47 * 0.18
Rompeolas 037 * 0.21
Eréndira 0.16 * 0.11

Prueba de Kruskal-Wallis H = 12619 p<0.01

Tabla VIIIb. Comparacién de micronucleos” 100 interfases
de branquias de mejillones M. californianus colectados
en tres sitios de BC

Rompeolas Eréndira
Km 105 ns e
Rompeolas ]

Prueba de Mann-Whitney # p<0.08 % p<0.001
ns = no significativo

Tabla VIIiIc. Micronucleos en branquias de me jillones
expuestos a Mitomicina C

Grupo Micronuclieos /100 interfases * D.E.
Testigo 0.19 * 0.14
MMC [6x10-c M1 1.85 * 0.42

MMC [1.2x10-3 M) 28 + 067
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Fig. 21. Células con aberraciones cromo-
somicas o con micronucleos en branquias
(Se utilizaron mejillones distintos)




EVALUACION IN SITU DE LOS DANROS EN NUCLEOS INTERFASICOS DEL TUBO
DIGESTIVO

En otra evaluacién diferente se analizaron las células epiteliales
del tubo digestivo de los mejillones de cuatro =zonas dlas tres
citadas anteriormente mas Punta Banda, que estaA situada en el
extremo sur de la Bahia Todos Santos). Se examinaron 10 organismos
por cada sitio, pero sélo se observaron aproximadamente 1,000
células por mejilléon debido a que las preparaciones son menos
ricas en células que las de branquias. En tubo digestivo resulta
dificil el analisis de aberraciones cromosémicas ya que el indice
mitético obtenido hasta la fecha es bajo, por ello se decidié¢
examinar micronucleos, asi como nucleos heteropicnéticos. El lugar
con mayor frecuencia de micronucleos (Tablas IX a y b, Figs. 22 y
23> fue el Km 103 <0.33%) y el menos afectado Eréndira <0.05%). Se
aprecia que en los tres sitios de la Bahia Todos Santos existe una
mayor frecuencia de micronucleos que en Eréndira que esta al sur
C¢a mas de 60 Kmd.

Los ntcleos heteropicnéticos son el tipo de alteracién que alcanza
las frecuencias mas altas (Tablas X a y b, Fig. 24> (Rompeoclas =
1686 y Punta Banda = 14.09). Sin embargo, existen localidades en
que las frecuencias son muy bajas (Km 105 = 338 y Eréndira =
3.63). Los ultimos resultados son inesperados por el hecho de que

un sitio esta al interior de la Bahia (Km 108> y el otro afuera.
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Tabla IXa. Micronucleos en tubo digestivo de mejillones
M. californianus colectados en cuatro sitios de BC

Sitio micronucleos/100 interfases * D.E.
Km 105 033 * 0.20
Rompeolas 047 * 047
Punta Banda 048 * 0.20
Eréndira 005 * 0.08

Prueba de Kruskal-Wallis H = 12.358 p<0.01

Tabla IXb. Comparacién de micronicleos/100 interfases
del tubo digestivo de M. californianus colect.ados en
cuatro sitios de BC

Rompeolas Punta Banda Eréndira
Km 108 ns ns .
Rompeolas ns ns
*

Punta Banda

Prueba de Mann-Whitney = p<0.05; »s p<0.001
ns =» no significativo



Tabla Xa. Nacleos heteropicnéticos en células del
tubo digestivo de M. californianus colectados en
cuatro sitios de BC

Sitio nucleos heteropicnéticos/100 células * D.E.
Km 105 3.38 + 212

Rompeolas 16.86 * 6.57

Punta Banda 14.09 + 5.28

Eréndira 3.63 * 1.96

N,

Prueba de Kruskal-Wallis H = 28462 p<0.001

Tabla Xb. Comparaciéon de nucleos heteropicnéticos
de células del tubo digestivo de M. califoranianus
colectados en cuatro sitios de BC

Rompeolas Punta Banda Eréndira
Km 108 * - ns
Rompeolas ns =
H]

Punta Banda

Prueba de Mann-Whitney = p<0.001
ns = no significativo
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ABERRACIONES CROMOSOMICAS Y MICRONUCLEOS EN BRANQUIAS INDUCIDOS
POR MITOMICINA C (MMC>

Se hicieron enzayos para obtener datos sobre la respuesta de
las branquias ante un mutageno conocido como lo es la MMG. Lo que
sSe observa es que existe una respuesta positiva al agente
apreciandose una relacién dosis-efecto (Fig. 25, Tablas VII c vy
VIII c). Los datos del grupo testigo d(mejillones de Eréndira al
igual que los expuestos al fArmaco) son parecidos a los de otros
organismos colectados para la evaluacién in situ de Eréndira. En
esta parte se procesaron s6lo cuatro ejemplares por lote y fueron
diferentes en los que se analizaron microntucleos y aberraciones

cromosdmicas.
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RESULTADOS

IV. ENSAYOS IN VITRO
A) SOBREVIVENCIA DE LOS HEMOCITOS
B> SOBREVIVENCIA DE LAS BRANQUIAS




ENSAYOS IN VITRO
HEMOCITOS

Los sistemas de cultivo de células son en la actualidad
herramientas indispensables para la experimentacién en Mutagénesis
y Toxicologia, porque disminuye considerablemente el problema de
la variabilidad interindividual, reducen los costos y el tiempo de
1la experimentacion, se eliminan los problemas del sacrificio
excesivo de organismos experimentales, entre otras cualidades.
Desde luego que no sustituyen a los experimentos con organismos
completos, pero si los complementan.

Por las bondades de los sistemas in vitro se decidié probar
en principio la posibilidad de mantener, por varios dia=s, las
células de los mejillones. Se opté por los hemocitos, debido a su
analogia con los leucocitos de otros Seres y también a las
branquias por ser el drgano que mas ventajas ha mostrado hasta la
fecha para el estudio de los cromozmomas.

Para cultivar a los hemocitos se probaron 4 medios: 1) Agua
de mar esterilizada por filtracién, 2> hemolinfa libre de células,
3> medio de Benex y 4> medio McCoy + Benex. En el ensayo con agua
de mar se observa que al principio se tienen 16.5 x 10,000 células
por ml <(en todos los datos =iguientes la cifra es X 10,000> vy
estas disminuyen de manera constante hasta llegar a 52 a las 120
horas (Fig. 26>. En hemolinfa libre de células el comportamiento
es parecido al anterior, se inicia con 18 x 10,000 células por ml
y declina al cabo de 120 horas a 4.83 (Fig. 27). En medio de Benex
las célulaxs presentan una sobrevivencia similar a la de los dos

primeros medios (Fig. 28). En cambio el medio McCoy adicionado con
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el de Benex resulta ser el mejor ya que la cantidad de células se
mantiene con pocos cambios durante 120 horas, pues se principiéd
con 118 x 10,000 células por ml y 120 horas después habia 10
CFig. 29>. En 1la figura 30 se muestra comparativamente la
sobrevivencia de los hemocitos en los diferentes medios.

Se observaron tres tipos basicos de células que son:
granulocitos d(que representan del 85 al 90>, hialinocitos <(del 8
al 103> y multinucleadas (del 1 al 3%X> (Fig. 31).

El hialinocito es el que parece mas apropiado para estudios
de dafio genético, poxr ejemplo para analisis de micronucleos,
porque =mon grandes y en su citoplasma no existen inclusiones o
granulos, como en los granulocitos. Su numero no es elevado, pero
tampoco es el mas bajo y ademas existen evidencias de que se

divide in vitro de manera espontanea (Fig. 32).
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Fig. 32. Mitosis de hemocitos en cultivo



ENSAYOS IN VITRO
BRANQUIAS

Las ventajas que presentan éstas respecto a los hemocitos en
los mejillones son muy grandes, de tal forma que de un organismo
de 8 a 10 cm de longitud se pueden obtener 30 6 40 fragmentos para
ser cultivados. En cambio, la cantidad de hemolinfa que os
factible extraer de un e jemplar de la misma talla es
aproximadamente 1 ml, con lo cual s6lo es posible cultivar de 2 a 3
tubos.

En e=mte trabajo se probaron 3 medlos: Benex, hemolinfa libre
de célulaxs y agua de mar esterilizada por filtracién. Se cultivéd
hasta 96 h y se hicieron evaluaciones cada 12 h. Se aprecié que el
mejor medio es el de Benex. La hemolinfa es un medio rico que
permite que =me conmerven la mayoria de las caracteristicas,
excepto el movimiento cillar, el cual sme pierde en menos de 24 h.
Por su parte el agua de mar =délo permite la sobrevivencia en
tiempos breves, menores a 12 h (Fig. 933).

Una vez establecido que el mejor medio fue el de Benex,
entonces se probaron do=s volamenes, 15 y 5 ml y resultd mas
apropiado el volumen mayor C(Fig. 34D, A

De manera paralela a la observacién de las células vivas,
también se hicieron preparaciones flijadas y tefidas bajo el
procedimiento empleado para el analisis de micronicleos. Se
aprecié que la calidad de las laminillas hechas con branquias
cultivadas durante 24 y 48 horam, es similar a las realizadas con

tejidos recién extirpados.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

METODO DE LA INYECCION DE COLCHICINA.

Existia un problema de método que limitaba el analisis de
cromosomas y #éste consistia en que se obtenian pocas mitosis por
preparacién con las técnicas para bivalvos citados en la
literatura. Una de ellaz es la gque requiere de huevos fertilizados
y embriones de pocas células, que se ha aplicado en diversas
especies de mejillones Mytilus (Ahmed y Sparks, 1970; Dixon, 1982;
Brunetti at al., 19863, en el ostion americano Crassostrea
virginica <(Longwell et al.,, 1967; Rodriguez-Romero et al., 1978> vy
en otros bivalvos (Menzel, 1968; Stiles y Choromanski, 1984, 1987).
Una de las desventajazs de la técnica es que sbélo se puede
practicar en la época de reproduccién, otra es que en en los
huevos fecundados con frecuancia se aprecia material celular que
interfiere en la observacién de los cromosomas.

Otro procedimiento que se ha aplicado en mejillones es el que
emplea branquias, que tiene por principal ventaja el hecho de que
se puede utilizar en cualquier época del aflo (Moynihan y Mahon,.
1983; Dixon y Flavell, 1986; Méndez et al., 1990). Pero no esta
exenta de dificultades, una que ha =ido mencionada por diversos
autores, es la del bajo numero de mitosis por preparacién en los
organismos adultos (Dixon, 1983; Moynihan y Mahon, 1983; Al-Sabti
y Kurelec, 1985).

Por la problematica mencionada se procedié a buscar
alternativags y una fue la de inyectar colchicina, diluida en

solucién fisiolégica, a lo= me jillones, permitiéndoles reposar
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durante varios tiempos en un ambiente fresco y con burbujeoc de
aire, con ello se logrd que las células del organisino continuaran
su ciclo hasta quedar detenidas en metafase debido al efecto de la
colchicina (Therman, 1986). Este procedimiento es muy diferente al
citado por otros autores, por ejemplo Moynihan y Mahon <1983) que
extraen las branquias, luego las cortan en trozos que sumergen
durante 30 minutos en colchicina diluida en agua de mar al 50%, lo
cual resulta un medio hipoténico para ese tipo de tejidos. Tal
tratamiento es muy agresivo para las células y ademas la
exposicién es breve; qulzas por ello se obtienen pocas metafases.
En contraste, en el método de la inyeccién se amplié
considerablemente la duracién de la exposicién a la colchicina que
alcanzé hasta 8 horas, mientras que los lapsos que comtnmente se
utilizan en la mayoria de los =sistemas experimentales, varian de
30 minutos a 2 horas. Esto sugiere que en experimentacién, cuando
se persiguen clertas metas, es valildo el salirse de los marcos
convencionales. Cabe aclarar que con el método que aqui =se
presenta se alcanza una cantidad moderada de metafases, pero es
suficiente para abordar diversos temas que incluyen analisis
cromosémico. Para precisar este punto cabe mencionar que Al-Sabti
y Kurelec (1985), en un estudio de aberraciones cromosémicas en el
me jillén Mytilus galloprovincialis examinaron un promedio de 20
células por preparacién y comentan acerca del tiempo invertido en
el analisis; en M. californianus es posible obtener 60 ¢ mas
metafases por laminilla.

En cuanto a tubo digestivo se observan pocas metafases por

preparacién, sin embargo este es un avance que genera expectativas
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en el sentido de que se podria aumentar tal cantidad st se
probaran otras formas de aplicacién de la colchicina o bien otras

concentraciones.

METODO DEL ACUARIO CON COLCHICINA

Otro procedimiente que se realizé fue el que consistié en
sumergir a los organismos en un acuarico que contenia colchicina
diluida al 0.04X en agua de mar filtrada. Algunos autores habian
comentado en diversos trabajos que exponian los mejillones de las
especies Mytilus edulis (Dixon y Clarke, 1982> y M.
galloprovincialis (Al-Sabti y Kurelec, 1985 a la colchicina. En
tales reportes se indican basicamente dos datos:
1) la concentracién de la colchicina fue 0.04% y 2> el tiempo de
exposicion fue de 6 horas. Entre los detalles que no
fueron mencionados y que quedaban como interrogantes estan los
siguientes: 1) ,Qué volumen de colchicina =me utilizé?, 2> scomo se
aplicé la colchicina, esto es por medio de inyeccién o por
inmersiétn de loam organiamos en la solucién?, 3) si se sumergian
cémo se les mantenia Jjcon o sin aeracién?. Para resolver dichas
interrogantes se probaron dos volumenes de colchicina, 1t y 2 L, en
ensayos preliminares y con ambos =se obtuvo respuesta positiva; sin
embargo, =e opté por Ila cantidad mayor porque los organismos
permanecen varias horas y al igual gue cualquier =ser vivo
excretan, de tal forma que en 1 L se “estresan’’ mas que en 2 L.
Se probaron de 1 hasta 8 horas y loz mejores resultados fueron con
6 y 8 horas; en promedio 210 metafames con 8 horas, sin embargo

con una exposicién de 4 horas se pueden obtener mas de 50
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metafases. El acuario con colchicina siempre se mantuvo cerrado,
con aeracién y en lugar fresco con temperaturas que oscilaron
entre 18 y 21°C. En tales condiciones se pueden procesar
adecuadamentede de 6 a 8 organismos con tallas de 5 a 7 cm de
longitud.

Un aspecto clave es el tipo de tratamiento que se practique y
el manejo que se le proporcione al organismo completo y a sus
tejidos, ya que no es lo mismo extraer trozos de branquias vy
aplicarles a colchicina dilulida en agua de mar <(Moynihan y Mahon,
1983>, que exponer al mejillén vivo, =sin ser maltratado, a un
ambiente fresco y con aeracién que de alguna forma simula al
normal, excepto por la presencia de colchicina que esta deteniendo
a las células en metafase.

Las limitaciones del método del acuario con colchicina son
diversas: una es su costo en reactivos, requiere mucha colchicina,
otra es el riesgo para la =alud, por lo que deben de extremarse
las precauciones al manejar los organismos sumergidos en el

farmaco y una desventaja mas es que en los tiempos mayores de

exposicién  los cromosomas se acortan, lo cual dificulta su
analisis.
Como comentario adicional se puede seflalar que la

concentracién de colchicina al 0.04% no es la unica que se ha
utilizado en mejillones, por ejemplo Dixon (1982> la ha empleado
al 0.01%X en embriones de Mytilus edulis durante 2 horas. Otros
autores también han aplicado variaciones menores a diferentes
animales marinos. Lo que es mas importante en este tipo de

reportes es que se presenten los detalles técnicos, cada vez que
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un autor resuelva un problema para una especie en particular y no

pasarlos por alto o dejarlos en calidad de obvios.

ACERCA DE LOS CROMOSOMAS DE Mytilus californianus

El conocimiento del cariotipo completo es fundamental para
realizar un estudio de aberraciones cromosémicas. Es necesario
conocer la forma y el tamaflo de cada uno de los cromosomas
normales, asif como sus polimorfismos en estructuras como tallos,
satélites, constricciones secundarias, etc. Esto es basico para
evitar confundir, por e jemplo constricciones prominentes con
hendiduras o bien satélites grandes cuyos tallos no estén teflidos
© que sean muy delgados, con fragmentos cromosémicos.

Como algo complementario, el analisis cuantitativo también es
de apoyo, ya que por medio de é1 se puede saber con mas precisién
st un cromosoma muy grande © uno muy pequefio en una célula es
normal o anormal, a partir de la comparacién de parametros

cuantitativos, tales como Ilongitud relativa, entre los cromosomas

de células nor 1 y anor les. Esto seria de utilidad en caso de
que hubiera dudas, puesto que se podria saber cuanto es mas grande
el cromosoma “muy grande’ en relacién con un cromosoma normal,
por ejemplo nimero 1 6 en su caso cuanto es menor el cromosoma
diminut.o con respecto al mas pequefio de los normales. También se
podrian detectar inversiones, por ejemplo las pericéntricas, a
través de lam cifras del indice centromérico y de la relacién de
brazos. Asi mismo, los parametros longitud relativa e indice de
brazos=, conjuntados permitiran evidenciar inversiones

pericéntricas y translocaciones.
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El reporte de Ahmed y Sparks 1970 es el dnico antecedente
conocido a la fecha sobre los cromosomas de M. californianus, en
el cual se establecié el namero diploide = 28 y se sefalé que el
cariotipo constaba de tres pares de acrocéntricos y de 11 pares de
submetacéntricos y metacéntricos, =in indicar cuantos de uno u
otro tipo. El cariotipo fue realizado con los dibujos de camara
Iacida de lom cromosomas de ovocitos fecundados y de embriones de
pocas célulay. La calidad del cariotipo impedia precisar las
caracteristicas cromosémicas.

La informacién que se maneja en esta tesis es el producto del
analisis de célulags de branquiasz, Los cromosomas son nitidos en
cuanto a forma y se puede determinar su cariotipo: metacéntricos
<M> = 3 pares, submetacéntricos (SM) = 6 pares, subtelocéntricos
CST> = de 4 a S5 pares y telocéntricos (T) = 1 par o ausentes.

M. californianus puede presentar un par de telocéntricos en
el cariotipo de algunos organismos, pero es posible que en otros
dicho par =sea =ser subtelocéntrico o también puede ocurrir la
mituacién de heterocigosis (T/ST). Lo cual quiza refleja alguno de
los heteromorfismos que detectaron Ahmed y Sparks <1970). Al
comparar el cariotipo de M. californianus con el de otras especies,
por ejemplo con M. edulis de Irlanda e Inglaterra, =se aprecian
algunas diferencias pequefias, M. edulis presenta 6 pares de
metacéntricos y 8 pares entre submetacéntricos y subtelocéntricos
(Moynihan y Mahon, 1983; Dixon y Flavell, 1986). En tanto que en
poblaciones de Francia se ha observado gque posee 2 pares de
metacéntricos, 6 de submetacéntricos y 6 de subtelocéntricos

CThiriot~Quiévreux y Ayraud, 1982; Thiriot- Quiévreux, 1984ad. E=m
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evidente que ain entre las poblaciones de M. edulis existen
diferencias, obsérvese por ejemplo el nimero de metacéntricos; sin
embargo al comparar los pares de cada tipo que presentan las
distintas poblaciones, se encuentra que M. cz.wliforn(anus de la
costa norte de Baja California tiene cierta semejanza con M.
edulis de Francia. Por otro lado al comparar el cariotipo de M.
californianus con el de M. galloprovincialis hay una peguefia
discrepancia en el numero de metacéntricos, ya que,
Thiriot-Quiévreux y Awrad €1982> y Thiriot-Quiévreux <1984 ad
ballaron que las poblaciones de Francia s6lo mostraba una
diferencia menor con respecto a las poblaclones de M. edulis de la
misma zona, ésta consiste en que el par 2 de M edulis es
metacéntrico mientras que en la otra especie es telocéntrico. Cabe
aclarar que dicha desigualdad no fue registrada en un estudio
comparativo que hicieron Dixon y Flavell (1986) con las especies
M., edulis y M. galloprovincialis, =sin embargo los organismos
provenian de regiones distintas, ya que la segunda espegle fue
colectada en Venecia.

En lo referente al aspecto cuantitativo, las disimilitudes
son algo mas finas y reszulta més compleja su discusién e
interpretacién, por ejemplo Thiriot~Quidvreux <1984> compara los
datos de tres especies de mejillones entre ellazs M edulis y M.
galloprovincialis y encuentra gque el par 1 es metacéntrico y tiene
una longitud relativa entre 9 y 10 y en ambasz especies existe una
discrepancia minima. En M. calijfornianus el par 1 también es
metacéntrico y su longitud relativa es cercana a 9, la pregunta

inmediata es la siguiente: ges ésta una diferencia real o es sélo

98



un reflejo de una disparidad en la toma de datos, por ejemplo en
las mediciones? otra pregunta es J qué significado podria tener
tal disimilitud en caso de que fuese real, por decir algo, en el
sentido de la evolucién cromosémica en el género Mytilus?. En
sintesis, =i existen multiples variaciones cuantitativas,
principalmente pequefias, en varios pares de cromosomas entre las
especies M. californianus, M. edulis y M. galloprovincialis, pero
su significado no es claro.

Una forma distinta de abox-d;r el analizis de cromosomas ex
mediante las técnicas de bandas (G, Q, R, C y NOR), que ofrecerian
un tipo de informacién complementaria a la cuantitativa, pero lom
estudios con este enfoque =son escasom en bivalvas, aunque hace
mas de 18 afios Babrakzai et al. (1976) plantearon =su utilidad, sin
hacer una demostracién practica. Uno de los primeros trabajos de
este tipo es el de bandas @ .en cromosomas metafasicos de
Crassostrea virginica (Rodriguez-Romero et al., 1979).

En mejillones existen pocos antecedentes: uno es el esquema
de bandas que presentan Moore et aql. (1986), en Mytilus edulis
proveniente de Inglaterra en donde =se pueden contar 152 bandas
(oscuras y claras) pero aqui =se obmerva que tal esquema no es
acompafiado por fotografias., En un trabajo distinto, Dixon et al.
19860 presentan algunas regiones heterocromaticas que son
referidas como organizadoras del nucleolo. Otro avance fue dado
por Méndez et al. (19903, en M. galloprovincialis colectado en
Espafia, en cuyos cromosomas metafasicos pueden detectarse 160
bandas. A los datos citados viene a sumarse la informacién de esta

tesizs, las bandas G de los cromomomas profasicos de Mytilus
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californianus de Baja California, en donde es posible identificar
aproximadamente 300 bandas (omcuras y claras) por juego haploide.
Y aunque no son de éptima calidad, éstas se observan en la
fotografia que se adjunta al esquema (Fig. 12). El cariotipo con
cromosomas profasicos que aqui se presenta tiene como propésito el
mostrar la posibilidad de e jecutar analisis muy finos de
cromosomas que permitira detectar inversiones, deleciones y
translocaciones muy pequefias, en la misma forma que actualmente se
analizan Jlos cromosomas de humanos, de simios y de ratones. Tal
vez los estudios de alta resolucién no se pudieran practicar en
me jillones de manera rutinaria, asi como tampoco lo son en
Citogenética clinica de humanos, pero seguramente =se podrian
realizar en investigaciones de caracter basico, por citar un caso:
para conocer si clerto agente quimico lesiona con mas frecuencia
alguna regién o banda de un cromosoma. También los estudios de
cromosomas profasicos podrian aplicarse para entender mejor la
evolucién del género Mytilus.

Desde luego que es mas factible llevar a cabo los analisis de
bandas @ y Q en cromomsomas metafasicosms, sdélo que las técnicas para
molugscos atun no se aplican de manera cotidiana debido a que no han

sido definidas con precisién.

DARO GENETICO EN MEJILLONES

AY> EVALUACION IN SITU DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN BRANQUIAS
Una vez establecidos los procedimientos para obtener un numero
elevado de metafases y conocides adecuadamente los cromosomas del

mejillén Mytilus cali fornianus, entonces se procedié a hacer



evaluaciones de aberraciones cromosémicas en tres sitios de Baja
California. Se escogieron dos Jugares (Rompeoclas y Km 105> dentro
de la Bahia Todom Santos, por ésta es donde se descargan las aguas
residuales domésticam e industriales de la Ciudad y Puerto de
Ensenada, BC <d(durante afozs esos lugares, entre otros, se han
cerrado a lox bafiistasd. El tercer sitio es el Ejido Eréndira
C(particularmente Punta Cabras) que queda aproximadamente a 80 Km
al sur de Ensenada. En este lugar existen poblaciones grandes de
me jillones expuestas al oleaje intenso de mar ablerto. Se puede
cc_)nsiderar a Eréndira como una de la =zonas ricas en mefjillones,
que estA menos impactada por la ciudedes y el campo; ya que a lo
largo de la costa de BCO existen varias ciudades y pueblos
pequefios, asi como varias regiones agricolas.

Se decidié practicar el analisis de aberraciones cromosétmicas
en branquias porque es el 6rgano que proporciona mayor nGmero de
metafases por preparacién y porque es de los mas expuestos al
ambient.e.

En la tabla VIla, =sme observa que el =sitio con menos
frecuencias de aberraciones cromosémicas es Eréndira, que es el
mas Hmpio, el cual a su vez presenta diferencias estadisticamente
significativas con relacién a los dom =sitios de la bahia; no
existen discrepancias entre estos Gltimos (Tabla VIIb).

Al comparar la informacién de Eréndira con la de los testigos
de los ensayos realizados con mitomicina € (MMCO> <(Tabla VIIc), no
me aprecia diferencia =msignificativa. Cabe hacer la aclaracién que
los mejillones provenian del mismo sitio y que las diferencias

fueron: el proceso experimental que durd 24 horas de exposicidén a
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1 L de agua de mar ;:on aeracién y sin MMC, asi como el numero de
o.rcanismos analizados, que fueron 4 por cada lote experimental.
En los dos grupos que se trataron con MMC durante 24 horas y con
colchicina 6 horas adicionales, se puede observar una respuesta
positiva en cuanto a la produccién de aberraciones cromosémicas
CTabla VIIc). Las diferencias son significativamente mas elevadas
(14.88% y 20.48%X) que las mas altas de los =sitios analizados 1in
situ (Km 105 m 696X y Rompeolas = 5.04%)D.

Todos los organismos se procesaron o se utilizaron en lo=
experimentos, dentro de las primeras 24 horas después de la
colecta. Esto se hizo para evitar que los factores ambientales de
los acuariom los afectaran, tales como: el agua (que es tratada
con luz ultravioletad, la alimentacién, las bacterias u otros
elementos los cuales han =ido comentados por algunos autores
CJones y Harrison, 1987), como elementos que pudieron haber
alterado a mus propios estudios con Mytilus edulis. No obstante
otros lom han omitido en las dimcusiones de sus articulos (Dixon y
Clarke, 1982; Al-Sabti y Kurelec, 1985). Los datos que se
obtuvieron de Eréndira, que mon los mas bajos en aberraciones
cromosémicas, son similares a los que se detectaron en Whitsand
Bay, Inglaterra, <(Dixon y Clarke, 1982), Sin embargo existen
desigualdades entre los traba jos, de éstas destacan las
siguientes: en Inglaterra se emplearon organismos Mytilus edulis
con tallas de 15 a 2.6 cm (en BC se utilizé M. californianus de §
a 7 cm), e lez mantuvo en acuarios durante 10 dias en donde =se
les alimenté con una dieta para peces tropicales (en BC se les

procesd inmediatamente después de la colecta o dentro de las
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siguientes 24 horam) y se les tratdé con bromodesoxiuridina <BrdU>
en BC no =e aplicé ese agente). Aunque sbélo se analizaron
aberraciones cromosémicas en lam células de primera divisién, la
BrdU no deja de ser un factor externo que afecta a los organismos.
Dixon y Clarke (1982), observan que con una concentracién de 6 x

107°

M de MMC se prcducen de 10 a 28% de AC <(aproximadamente), en
tanto que con la misma concentracién en M. californianus se obtuvo
en promedio 1485% * 393 y con el doble de MMC se alcanzé un
20.48% * B8.91.

Al comparar los datos recopilados de Eréndira con los que
registraron Al-Sabti y Kurelec (1985> en el area de Rovinj, en el
norte del mar Adriatico, en Yugoslavia, se observa que la
frecuencia de AC (2.11%)> de Eréndira es mas baja que la obtenida
en el =sitio con menor frecuencia de Rovinj 29%) y a su vez la
mas alta de la Bahia Todos Santos (€6.96%) fue menor que la de
Rovinj (7.7%> y notablemente inferior que la que obtuvieron los
yugoslavos en un experimento de transplante, en donde expusieron
sus organismos a diferentes sitios (en uno de ellos se alcanzd
10.1% de AC). Aquit se debe aclarar que en Yugoslavia se utilizé a
la especie Mytilus galloprovincialis con tallas de 8 a 7 cm y se
procesaron en el lapso de 1 h después de la colecta. El
procedimiento practicado en BC es similar al de los yugoslavos,
con la diferencia de que en el nuestro se utiliza a la especie
regional mas abundante que es Mytilus californianus. En esta etapa
del trabajo de BC se emplearon branquias al igual que los
europeos, pero es diffcil compararlos ya que se trata de

organismos de especies distintas, colectados en latitudes
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diferentes y con tallas diversas. Algunos autores han comentado la
conveniencia de uniformizar en principio las tallas,
particularmente se ha sefialado para los estudios de contaminacién
quimica (Bayne, 1976a; Goldberg et al.,,” 1978). Sin embargo,
también es conocido que la longitud sélo indica una aproximacién
a la edad, ya que =i los organismos de la misma especle =se
desarrollan en ambiente distinto=s <(diferente temperatura,
alimentacion, contaminacién, etc.) alcanzan dimensiones diversas
en un tiempo idéntico (Bayne, 1976a). De {igual manera =¢ ha
demostrado que cuando son especimenes de diferentes especies,
éstor logran tamafios dispares en el mismo ambiente, en un tiempo
dado (Lobel et al, 1990 y por lo tanto =i me confunden especies y
se colectan sélo por =mu longitud en un sitio, lo que se encuentra
es que algunos han bicacumulado mas agentes guimicos, por el

hecho de haber estado expuestos al ambiente durante un pertodo

e
A

mayor, por tener mas edad <(Evtushenko et al., 1990). Ello tiene
sus implicaciones en mutagénesis ambiental ya que no es adecuado
comparar a ejemplares con diferente lapmo de expo=micién a
mutagenos y analizarlos, como =i fueran iguales. NI es conveniente
mezclar organismos viejos con jévenes, ni a los de una especie con
otra porque su metabolismo no es similar, lo cual ha sido
demostrado en diversos sistemas de prueba, como son: ratones,
ratas, plantas, etc. (Buikema et al., 1982; Ma et al.,, 1982;
Aeschbacher, 1986). '

Los trabajos de Dixon y Clarke (1982> y de Al-Sabti y Kurelec
(1985) son los unicos que tratan de aberraciones cromosémicas en

me jillones; de ellos, el ssgundo es8 el que aborda el analisis de
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adultos expuestos a condiciones ambientales. Otro trabajo que no
puede compararse directamente con la informacién antes citada, es
el desarrollado por Dixon (1982) en donde se presentan datos sobre
aneuploidiags en embriones de pocas c¢élulas’ Los mejillones de los
que se extrajeron los gametos y a partir de ellos embriones, se
colectaron en dos lugares: uno considerado contaminado y otro
Iimpio, pero no se analizan aberraciones cromosémicas porque la
calidad de los cromosomas obtenidos no lo permitié. Los resultados

indican que el 40X de los embriones tienen anormalidades
mitéticas en el ambiente contaminado, en tanto que en el
conziderado limpic me detecta =mélo el 18X de alteraciones. Tales
datos =sugieren que el dafio genético pudo ser causado por los
agentes téxicoe acumulados en las reservas de los lpidos del
embrién, lo que deberia comprobarze bajo experimentos de
laboratorio en los que se evaluara la relacién dosis-efecto, pero
ello implicaria necesariamente un trabajo largo bajo un esquema
que demostrara fielmente que las génadas y sus gametos acumularon
ciertas cantidades del agente que se estudia. Los experimentos de
este tipo se han realizado en eriZzos de mar y se ha demostrado que
con el cadmio se produce descendencia anormal (Gnezdilova et al,

19895,

(B> EVALUACION IN SITU DE MICRONUCLEOS EN BRANQUIAS
Paralelamente al estudio de aberraciones cromosémicas se hizo el
anaAlisis de micronucleos (Mn), para lo cual se colectaron otros 10

mejillones en cada sitio ddistintos a los empleados para AQ).

Los organismos se procesaron sin tratamiento de colchicina y sin
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choque hipotdénico.

Los resultados muestran que el sitio con menor frecuencia de
micronucleos es Eréndira (0.16%) mientras que los mas contaminados
presentan frecuencias altas (Km 105 = 0.47 y Rompeolas = 037X,
existen diferencias significativasm entre Eréndira y los 2 ultimos
(Tablas VIIIa y VIIIb), en tanto que entre Km 105 y Rompeolas
existe una discrepancia en apariencia, pero ésta no ez
significativa de acuerdo con la prueba de Mann-Whitney <(Tabla
VIIIbD. '

De manera paralela se trataron 2 lotes de 4 organismos con
MMC durante 24 h y se dejo un tercero como testigo. Se observé un
incremento =significativo en logs expuestos, como era de esperarse
CTabla VIIIc), nmientras que el testigo =se comporté de manera
similar a Eréndira (Tabla VIIIa), que fue donde se colectaron los
mejillones del experimento con MM(:;

El efecto de la MMC sobre la frecuencia de Mn en branquias de
me jillones, ya habia sido probado por Majone et al. (1987) en la
especie M. galloprovincialis, quienes detectaron ; una
concentracién de 10°° M entre 0.9 y 1.0% de Mn, que es mas bajo a
lo obtenido en el ensayo con M. californianus, aunque en éste se
empledé una concentracién mayor (6 x 10™° M> CTabla VIIIG).

La prueba de micronucleos es antigua, ya desde la década de
los 50, se le empleaba para medir el dafilo genético en Vicia faba
provocado por agentes como los rayos gamma <(Evans et al., 1959).
Sin embargo es hasta la década de los 70 cuando se convierte en
un ensayo de amplio uso en diferentes especies y que a la fecha

sigue siendo vigente (Matter y Schmid, 1971; Jenssen, 1982;

106



Hiigstedt y Karlsson, 1988; Villalobos~Pietrini et al.,, 1990).

Los microntGcleos empezaron a ser evaluados en branquias de
me jillones Mytilus galloprovincialis del mar Mediterraneo, primero
bajo condiciones experimentales de acuariom <(Majone et al.,, 1987;
1988; Scarpato et al, 1990) y dempués en organismos colectados de
diferentes ambientes, algunos considerados contaminado=s (Brunetti
et al., 1988; Scarpato et al., 1990). De hecho esta prueba ha sido
considerada como la opcién mas practica para la evaluacién del
dafio genético en las poblaciones de mejillones, debido a que
diversos autores han encontrado dificultades para la obtenciétn de
metafases analizables (Brunetti et al., 1988). Tal vez anos
sefialamientos sean provocados por la elevada variabilidad
interindividual en cuanto a la produccién de metafases, que
también =e ha evidenciado en nuestros trabajos con M.
californianus. Tal variabilidad es‘ mucho mayor que la que =me puede
apreciar en otros casos, por ejemplo en los cultivos de linfocitos
humanos.

En Italia los trabajos acerca de las frecuencias de Mn
revelan datos altos en zonas contaminadas con descargas
industriales y urbanas como son La Spezia Roads y Laguna de
Venecia (Brunetti et al., 1988). Al confrontar tal informacién con
la de BC la diferencia es notable con relacién a La Specia Roads.
El valor mayor con M. californianus fue 047X (Km 105> y el menor
0.16% <C(Eréndirad; en La Spezia Roads el mas elevado fue 093% y el
bajo 0.41%, mientras que en Laguna de Venecia el alto fue 049% y
el bajo 0.21%. Cabe hacer notar que el tamafio de muestra por sitio

fue igual <10 organismos), la talla fue parecida (de 5 a 7 cm en
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los de BC y de aproximadamente 8 cm en lom de Italiad, en Mytilus
californianus =e revisaron 2,000 células por organismo y en los de
Italia 1,000.

En el trabajo de Scarpato et al. (1990), se hicieron diversos
experimentos de laboratorio y de transplantes en un estuario y en
un puerto. La especie M. galloprovincialis, se colecté en varios
sitios de La Spezia en Italia, cada muestra consistié de sdélo 3
organismo= C(talla de 4 cm), excepto en los testigos que son B y
examinaron 2,000 células por individuo. Al comparar las cifras de
sus testigos me obmerva que =son diferentes €0.22%, 029X y 0.67%)
y lam frecuencias mas altas me obtuvieron después de tres semanas
del transplante al estuario de Fiume Morto €0.95%> y al Puerto de
Livorno <0.98%). Resulta curioso el dato de que la frecuencia de
Mn baja conforme transcurre el tiempo de exposicién, por ejemplo
disminuye en Fiume Morto a 0.85X% .a lag 12 memanas y a 043X a la=m
15 smemonas, después vuelve a aumentar paro no se alcanza el 095X
Dicho fenétmeno también fue detectado por Brunetti et al. 1988,

...... v v ca opwzia Koads, precisamente en la
Ynica que analizaron tres muestras con dos semanas de intervalo
entre cada una (muestra 1 = 093X , muestra 2 m~ 056X y muestra 3
= 0.45% Mn). De los tres lugares restantes =s6loc en do=m, tomaron
dos lotes de organismos y #éstos no variaron significativamente y
seflalan que en el tiempo transcurrido entre las muestras 1 y 2 fue
reportada mortalidad en mass de peces en la zona. Ahora bien, si
para detectar micronGcleos se reguiere que las condiciones
ambientales no provoquen muerte, entonces quizas la causa de la

disminucién de las frecuencias de Mn se deba al aumento de los
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niveles de contaminacién marina, que a su vez provocd muerte en
los mejillones, cuestién que es probable puesto que se aprecié una

disminucién en el tamafio de la poblacién durante la toma de la

muestra 3.

C> EVALUACION IN SITU PE MICRONUCLEOS Y NUCLEOS HETEROPICNOTICOS

EN TUBO DIGESTIVO

En mejillones el tubo digestivo no se habia empleado para
hacer estudios de dafic en cromosomas y nucleo interfasice. Se
consideré que seria conveniente intentar hacer evaluaciones en
dicho 6rgano, puesto que haria avanzar mas el entendimiento de lo
que ocurre en los individuos, como unidades. Asft mismo se
avanzaria en el sentido de hacer del mejillén un sistema de prueba
parecido a lo que en la actualidad son: el ratén, la rata y la
mosca de la fruta, entre otros, En el tracto digestivo de otras
especies J(ratones) se han realizado enmayos de genotoxicidad
CDolara et al., 1986; Goldberg y Chidiac, 1986). También se ha
utilizado eon la obtencién de metafases para analisis de
aberraciones cromosémicas e intercambio de cromatidas hermanas en
peces (Kligerman et al.,, 1975; Kligerman, 1979).

El tubo digestivo esta tan expuesta como las branquias al
ambiente o tal vez mas, ya que entra en contacto con el agua, que
a su vez lleva microalgas, bacterias, particulas de materia
organica y tambidn agentes téxicos y los mejlllones filtran todo
eso porque no son selectivos, de aht su enorme importancia para la
evaluacién de la calidad del ambiente (Bayne, 1978; Goldberg et

al.,, 1978>. Luego, los to6xicos disueltos en el agua afectan por
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igual a las

branquias y al tracto digestivo; sin embargo en el tubo digestivo
ademas se lleva a cabo la lisis y metabolismo de las microalgas

y bacterias que pueden tener adsorbidazs a su pared celular o
contener en mu citosol a contaminantes como: Zn, Co, Cd,

Hg, etc, gque entonces entrarian en contacto con las células del
tracto digestivo y del resto del organismo (Skei et al.,, 1976;

Biggs et al., 1980; Egorov y Kulebakina, 1988).

En almejas y mejillones se ha demosmtrado que las enzimas del
aparato digestivo convierten a las aminas aromaticas en mutagenos
detectables por la prueba de Ames (Anderson y Ddds, 1983; Britvic
y Kurelec, 1986>. Ast mismo =se ha observado que poseen la
capacidad de biotransformar a diversoms carcindégenos en agentes
capaces de dafiar al ADN (Kurselec et al., 1988).

Por otra parte, los estudioé del contenido de agentes como
Cd, bifenilog policlorados y otros contaminantes, han demostrado
que en bivaivos, las branquias mon de los Oérganos con menores
concentraciones, mientras que las mas altas se localizan en el
aparato digestivo (Gutiérrez-Galindo et al, 1983a, b; Evtushenko
et al., 1990).

Por todo lo expuesto, se hizo una evaluacién de los
micronucleos y de nucleos heteropicnéticos en el tubo digestivo de
los mejillones M. californianus. No =me presentan los resultados de
aberraciones cromosomicas porque es baja la cantidad de metafases
analizables que hasta la fecha =se ha podido lograr. Se evaluaron
cuatro poblaciones: tres ubicadas en la Bahia Todos Santos <(una

adicional a las dos del estudio de aberraciones cromosémicas en
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branquias, denominada Punta Banda) y la cuarta que es Eréndira, al
sur de Ensenada, Los 10 organismos por sitio se colectaron en
diciembre de 1989, aproximadamente dos meses después de los que me
emplearon para el anilisis de branquias y su talla media fue de 7
cm. Se examinaron en promedio 1,000 células por individuo, porque
es menor la cantidad de material por preparacién si se comparan
con lo que se registra en las branquias.

Se observa que la zZona con menor frecuencia de micronaclsos
es Eréndira con 003X y la mas alta fue Km 105 con 0.33%. Es
inesperado que el sitio mas préximo a Km 105, que es Rompeolas,
aproximadamente 2 Km de distancia, presente 0.17% y que éste a msu
vez zea tan parecido al del extremo sur de la bahia que es Punta
Banda <0.18%)> (Tablas IXa y IXbD.

Algo notable es que la tendencia en cuanto a frecuencias de
Mn se mantiene en relacién con las brangquias <0.16%); esto em que
en los dos Organos se observan laz cifras mas bajas en Eréndira y
las mas altas al interior de la bahia, no obstante que en el tubo
digestivo se alcanzan frecuencias menores de micronucleos que en
1las branquias, lo cual no se esperaba (Fig. 23). Una explicacién
puede =ser que existan diferenciam en las 4t.asas de proliferacién
celular de los epitelios de ambom O6rganos de tal manera que
posiblemente el que tenga menor tasa manifestara frecuencias mas
bajas de Mn, ya que éstas estructuras dependen de que se lleve a
cabo la mitosis. Un hecho que apoya tal hipétesis es el escaso
numero de mefases obtenidas en mejillones tratados con colchicina,
en otros experimentos, en los que se observa un indice mitético

bajo. Otro planteamiento es que si el tubo digestivo esta expuesto

111



a agentes citotéxicos que abaten la proliferacién celular,
entonces también disminuira la frecuencia de Mn. Desde luego estas
hi;;ébosis requieren de una comprobacién experimental.

Por otra parte, la evaluacién de la heteropicnosis se hizo en
las mismas preparaciones en que se analizaron los micronucleos del
tracto digestivo. En este aspecto =se observé que Eréndira
presenta 3.63X de nucleos heteropicnéticos, mientras que en dos de
los =itios de la bahia se registraron 16.86%X <(Rompeoclasd y 14.09%
C(Punta Banda) y el tercero 3.38% <«(Km 105> (Tablas Xa y Xb,
Fig. 24). Las muestras de Km 105 habian tenido en los analisis
anteriores, las frecuencias maz altas de aberraciones cromosémicas
y de micronicleos, en branquias y tubo digestivo, por ello se
puede sospechar que probablemente el fendmeno que conduce a que la
cromatina se condense en extremo y sme muestre heteropicnética, no
tiene relaciéon directa con los procesos que llevan & la
formacién de los microndacleos, como son: el rompimiento de
cromosomas, la inactivacion de centrémeros y la destruccién de los
microtubulos del aparato mitético.

En cuanto a la evaluacién de heteropicnosis, se puede sefialar
que se realizé como una observacién adicional a la prueba de
micronucleos, ya que aunque no es propiamente una mutacién se ha
considerado por muche tiempo como indicadora de citoxicidad. Este
fenémeno qgue algunos autores en ocasiones lo llaman picnosis o
cromatina con alto grado de compactacién (Brown et al., 1977, se
ha observado regularmente en diversos tipos de neoplasias de
me jillones, alme jas, ost.iones y otros; desde luego dicha

caracteristica no es unica, ya que también se registran
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nicleos gigantes, células mnultinucleadas y nucleos lobulados e
irregulares C(Farley, 1976; Hashbarger, 1976). Ass también en
intestino de ratones se han realizado analisis de anormalidades en
nucleo interfasico con el propésito de ‘evaluar a los agentes
cancerigenos (Wargovich et al.,, 1983; Goldberg y Chidiac, 1986).

El =significado de la heteropicnosis no estad muy claro,
tal vez esta asociado a cambios en los diferentes niveles de
estructuracion de la cromatina y a los consecuentes efectos en la
represién o desrepresién de los genes (Nicolini, 1983; Weintraub,
1985).

Una cuestién real es que cuando se examinan las células en
preparaciones de Organos como las branquias y el tubo digestivo
se aprecia que la mayoria de los nucleos tienen aspecto que se
denomina normal, pero el resto esta constitutdo por nucleos
fragmentados, heteropicnéticos, apoptéticos, etc; sin embargo
estos datos con frecuencia no se anotan, por lo gue gqueda una
pregunta que es: ghasta que punto se estA haciendo una buena
evaluacién de la genotoxicidad del ambiente o del agente que se
esta estudiando? Una opcién seria el cuantificar las diferentes
anormalidades, aunque no se tenga muy claro el mecanismo que las
causa ni cuales son sus efectos, ya que también este es el caso de
Ios intercambios de cromatidas hermanas, método que se emplea con

frecuencia y que es mas costoso en tiempo y recursos.
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D> ENSAYOS DE SOBREVIVENCIA IN VITRO DE HEMOCITOS Y BRANQUIAS

Es necesario reconocer que la historia de los cultivos de
células es antigua; existen registros de que Roux en 1888 mantuvo
vivos por un tiempo breve a tejidos de pollo y por su parte Arnold
en 1887 cultivé leucocitos por primera vez al transplantarios bajo
la piel o la cavidad abdominal de una rana. Poco después principié
la era de los cultivos fuera de los cuerpos, esto e=s, los estudios
in vitro. Entre los investigadores méas destacados que estudiaron
estudiaron los leucocitos Sse encuentra Jolly, quien en 1903
investigd la =mobrevivencia y la divimién bajo condiciones in vitro
(Wasley y May, 1970). Coincidentemente, también se ha atribuido a
Jolly <1905> la primera descripcién de los micronucleos (Brunetti
et al., 1988).

En moluscos se han desarrollado diversos métodos para el
cultivo de o6rganos como pie, corazén y manto, que se fundamentan
en soluciones balanceadas y en algdn tipo de suero u otro
componente nutricional. Al principio el propdésito principal fue el
analisis de los efectos de patdgenos como bacterias o parasitos
CFlandre, 1971, lo cual hasta la fecha =sigue =siendo importante,
no sélo en esos campos sino también en otros como Fisiologia
celular, Endocrinclogia y Toxicologia <(Bayne, 1976b; Goldberg Yy
Frazier, 1989; Madhyastha et al.,, 1991D.

En la Toxicologia en los Gltimos affios se han notado dos
problemas graves dentro de las experimentacién con animales
completos: 1) el costo elevado de las pruebas que requieren los
miles de sustancias nuevas que salen al mercado y 2) el reclamo
que hacen publico, las sociedades protectoras de animales, de las

denominadas ‘matanzas’ o sacrificio inatil de miles de animales

114



durante los experimentos (Goldberg y Frazier, 1989). De hecho e=s

conocido que existen revistas que no aceptan para su publicacién
las investigaciones en donde esté involucrado el sacrificio
innecesario de animales.

Una de las alternativas a la experimentacién con animales
completos es el trabajo con cultive de fragmentos de o6érganos y
células. Estos, en bivalvos como almejas, ostiones y mejillones,
se han cultivado con el medio de Benex, que contiene varias sales,
glucosa, vitamina C y antibi6éticos. La especie de mejillén que mas
se ha investigado desde este enfoque es M. edulis d<Lubet et al.,
1978; Cornet, 1992). De M. californianus es menos lo que se conoce
CEllis y Bishop, 1984).

En cuanto al cultivo de los hemocitos de diferentes moluscos
se tienen antecedentes como el reporte de Tripp et al. (1966)
quienes mantienen explantes de .corazén en una mezcla compleja
(solucién salina, suero de pollo y suero de vertebrados), durante
muchos dias y realizan observaciones sobre la fagocitosis y .acerca
del origen de las células multinucleadas. En dichos fenémenos
también trabajaron Foley y Cheng €1975), principalmente en
fagocitosis del ostién Crassostrea virginica y la alme ja
Mercenaria mercenarita y Anderson (1987), en el origen ontogenético
de los hemocitos multinucleados de la zlmeja Mmercenaria. Pero a
pesar de Jlos antecedentes, no existe algunoc que indique que
hublesen detectado evidencias .de la divisién de los hemocitos 1in
vitro C(Tripp et al., 1966; Anderson, 1987; Kumazawa et al.,, 1990).
De ahi la importancia relativa de los datos que en esta tesis

se presentan.
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El primero es acerca de la posibiiidad de mantener vivos a
los hemocitos por wvarios dias en un =istema de cultivo, en este
estudio fueron 8 dias, pero pudieran ser mas (Fig. 30); en
comparacién, otros autores s6lo han logrado mantener vivos los
hemocitos de gasterdépodos durante 3 dias (Kumazawa et al., 1990).

El segundo ez mostrar la utilidad de una combinacién de dosm
medios {McCoy + Benex), no empleada antes y que genera
expectativas de éxito (Fig. 29).

El tercero es la presentacién de evidencias de divisién
celular como profases <(Fig. 33). Falta aan probar el efecto
mitogénico de diversas lectinas como fitohemaglutinina y
concanavalina, de las que existen varios tipos.

Una desventaja de los hemocitos de los mejillones es la
pequeifia cantidad disponible por individuo. Se requieren de las
tallags mas grandes (12 a 18 cmd) para obtener de 1 a 2 ml de
hemolinfa y con eso se pueden cultivar pocos tubos (en promedic 4
por cada ml de muestra). Por otra parte los organismos grandes
unicamente se localizan en lugares retirados de la Bahia de Todos
Santos, de tal forma que no son accesibles en cualgquier momento.
Una alternativa es extraer la hemolinfa de 5 o mas e jemplares de
tallas menores <(de 6 a 8 cm) y mezclarla; luego se puede
desarrollar @) experimento deseado. Esta opcién también contribuye
a eliminar la wvariabilidad interindividual en la respuesta al
sistema de cultivo, por ejemplo cuando se esta probando un medio
durante 96 h y se hacen observaciones cada 12 h por duplicado,
entonces se deben tener 18 tubos y eso nunca se podria realizar

con la hemolinfa de un =ms6lo ejemplar. La mezcla de este fluido
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también seria apropiada para los estudios de mutagénesis y
citot.oxicidad.

Las branquias por =su parte, son érganos grandes y accesibles
de los que se pueden extraer numerosos fragmentos para su cultivo,
de tal modo que este no seria un factor lmitante para Ia
experimentacién. En 1a literatura, se mencionan estudios de
branquias que se mantiene vivas durante pocas horas, por ejemplo,
cuando se trabajan el movimiento cillar (Bayne, 1976b). En cuanto
a lo que em propiamente cultivos existe e=mcasa informacién (Le
Douarin, 1971; Cornet, 1992). En branquias de M. edulis no =e ha
tenido éxito en la produccién de mitosi=, lo cual ha sido uno de
los principales retos en los estudios de analisis cromosémicos
CCornet., 1992)>.

En Mytilus californiagnus, los ensayos con cultivos de células
y Organos son practicamente desconocidos. El primer reporte fue el
de Ellis y Bishop <1984, quienes lograron aislar células
embrionarias y desarrollaron cultivos subsecuentes, pero no
trabajaron con adultos.

Es en este contexto en el cual los avances que se tienen con
M. californianus adquieren su valor. En principio es destacado el
hecho de que se puedan mantener vivos los fragmentos de branquias
hasta 96 h (Figs. 33 y 34) y aungue sSse observaron muy pocas
mitosis en las preparaciones de los cultivos de 12 h, emte dato no
significa que se esté induciendo la divisién in vitro, ya que con
tiempos mayores no se lograron detectar. Tal vez en experimentos
posteriores se mejoren los resultados, probando otros medios y

aplicando agentes que estimulen la divisién celular.
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Otra cuestién que llama la atencién es que la hemolinfa libre
de hemocitos, no es un buen medio para las branquias, a pesar de
su riqueza nutricional. Asi mismo el agua de mar filtrada, que es
tan comin que se utilice en ejercicios de plazos breves (minutos y
=i acaso horas) no es Gtil como medio de cultivo ya que me aprecia
un deterioro rapido después de 12 h (Fig. 33D.

La sobrevivencia de las branquiaz <al igual que la de los
hemocitom) depende de que me controlen dos factores claves: (1) la
contaminacién bacteriana y (2> el cambio diario de medio de
cultivo, bajo condiciones de asepsmia. El primer aspecto e=s dificil
puesto que los organismos =son filtradores y siempre =us branquias
estéan en contacto con el ambiente. El segundo implica un mane jo
riguroso del ambiente y los wmedios. Una forma de disminuir la
contaminacién bacteriana es limpiando cuidadosaments las branquias
antes del cultivo, el lavado pua&a ser primero con agua de mar
filtrada y esterilizada y en segundo término me puede pasar a agua
de mar adicionada con antibiéticos como penicilina, estreptomicina
y colimicina. Estos deberan probarse, porque la contal.nlnaclOn
bacteriana quizd sea diferente de un =sitio a otro. En cuanto al
cambio diario de medio, es posible =sefialar que permite aumentar el
tiempo de =sobrevivencia y la calidad de los cultivos; sin embargo,
las branguias pueden sobrevivir en un sistema cerrado y sin cambio
de medio durante varios diam, presentando un comportamiento como
el que se describe en la fig. 33. Si no se desea correr riesgos
con el cambio diario de medio es recomendable probar el cultivar
en diferentes volumenes y lo que se podra observar es que el mayor

volumen permite cultivos por ma=z tiempo (Fig. 2).
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Es preciso reconocexr que hasta el momento los cultivos de
hemocitos y branquias de mejillén no pueden ser utilizados para
estudios de mut.agénesis; =in embargo, es factible =su aplicacién en
estudios de citotoxicidad, por ejemplo wen la evaluacién del

movimiento ciliar y del daffo a la membrana plasmatica.
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