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Resumen

Con lafinalidad de conocer el nUmero cromosémico de la almeja estuarina Polymesoda so-
lida, se llev6 a cabo un estudio citogenético utilizando la técnica de secado al aire para la prepa-
racion de los frotis. Se emplearon dos soluciones hipoténicas diferentes (KCl y Citrato de Sodio),
para observar con cual de las dos se lograba mejor visualizacion de las metafases mitéticas; se
tomaron en cuenta diferentes rangos de tamafios con el objeto de conocer cual era él ideal para
obtener mayor porcentaje de células mitéticas. De las dos soluciones probadas, el KCI resulté
ser la mas apropiada. El rango de tamafio valvar se encontré entre 20-24 y 28-32 mm de longi-
tud del animal. El nUmero cromosémico de Polymesoda solida es aparentemente variable osci-
lando entre 2n=22 y 2n=30.
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Chromosome number estimation in Polymesoda solida
(Bivalvia: Corbiculidae) using two cytogenetic methods
cytogenetic study of mollusca bivalvia

Abstract

In orden to know the chromosomic number of the estuary mussel Polymesoda solida, it
was carried out a citogenetic study utilizing the air-drying technique for slide preparation. Two
different hypotonic solutions were employed: potassium chloride and sodium citrate, both 1%,
to the end of determining with which of these solutions it was obtained a better observation of
the mitotic metaphase. Potassium chloride (KCI) was the best hypotonic solution. Several
ranges of size were considered for the purpose of knowing which is the most convenient in order
to reach the higher percentage of mitotic cells, finding these ranging between 28-32 mm and
20-24 mm. A chromosomic number ranging between 2n=22 and 2n=30 was established in P.
solida.
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Introduccioén

Los moluscos bivalvos revisten notable
importancia ya que representan un impor-
tante recurso en la alimentacion humana.
Estos moluscos ofrecen amplias e intere-
santes perspectivas por las diversas espe-
cies de distribucion mundial y de interés co-
mercial (1,2). Ademas, el costo de produc-
cion de estos organismos, comparado con el
de otros grupos zooldgicos, no es muy eleva-
do en relacién a la inversion requerida para
su produccién (1,3).

La importancia comercial que represen-
tan los moluscos bivalvos hace necesario el
estudio citogenético de los mismos, como un
aspecto importante para la biologia, ya que el
desarrollo de la acuicultura no se lograra al-
canzar en su totalidad mientras no sea posi-
ble ejercer un control de todos los aspectos
biolégicos, incluyendo la genética (1).

La familia Corbiculidae agrupa almejas
de habitat marino, estuarino y dulceacuico-
la, que en areas tropicales de Asia y Sur
América frecuentemente son utilizadas
como alimento. Entre sus representantes
estuarinos esta Polymesoda solida especie
ampliamente distribuida a lo largo de todo el
Lago de Maracaibo. Sus conchas son fuer-
tes, y trigonales, especialmente en adultos.
Las valvas externamente, presentan un tipi-
co brillo porcelanizado, y estrias concéntri-
cas. Esta almeja puede encontrarse en sedi-
mentos desde arenosos a fangosos, y es ca-
paz de tolerar amplios rangos de salinidades
(desde aguas completamente dulces 0%o
hasta casi marinas 25%o.). Debido a la densi-
dad poblacional de los bancos encontrados
en el Estrecho del Lago de Maracaiboy laLa-
guna de Sinamaica, existen altas posibilida-
des de su explotacion comercial (4).

Antes de 1969 los estudios citogenéti-
cos realizados a moluscos bivalvos se enfo-
caban principalmente hacia el namero cro-
mosémico. Desde hace poco las técnicas ba-
sadas sobre las tinciones convencionales de
los cromosomas y las técnicas de bandeo (G,
C y NOR) ademas de la cuantificacion de las

longitudes relativas de los cromosomas, ra-
dio de los brazos e indice centromérico, han
aportado informacidon necesaria sobre la
morfologia cromosémica, permitiendo la
comparacion de los diferentes cariotipos (5,
6). Entre los moluscos bivalvos, las ostras y
los mejillones han sido los méas intensamen-
te estudiados desde el punto de vista citogé-
netico, por su importancia comercial y su fa-
cil manipulacién genética (1, 5-7), pero muy
poco se ha hecho con almejas.

El presente trabajo tuvo como objetivo
determinar el niUmero de cromosomas de
Polymesoda solida estandarizando la técni-
ca citogenética de visualizacion de cromoso-
mas en fase mitética mediante secado al aire
utilizando dos soluciones hipotonicas (KCly
Citrato de Sodio).

Materiales y Métodos

Sitio de muestreo

Polymesoda solida fue colectada en la
zona noroccidental del Lago de Maracaibo,
al Norte de San Rafael del Mojan, especifica-
mente en el sector Nazareth (10° 55 latitud
Norte y 71° 45 longitud Oeste).

Esta &area fue seleccionada debido a
que esta especie se encuentra alli en mayor
abundancia (4), y en los rangos de tamafo
(15-35 mm), necesarios para realizar los en-
sayos citogenéticos planteados. La salinidad
y temperatura en el sitio de muestreo osci-
lan entre 15-16%0 y 29-30°C, respectiva-
mente.

Coleccion y transporte de
especimenes

Se realizaron un total de 12 muestreos,
uno cada mes, en los cuales se colectaron 40
animales, cuyos tamarfios oscilaron entre
15-35 mm. La colecta se realiz6 de forma
manual, colocando los animales en reci-
pientes de plastico con agua del sitio donde
fueron colectadas y posteriormente fueron
trasladados al laboratorio.
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Aclimatacion

Unavez en el laboratorio, los especime-
nes eran colocados en acuarios con agua a
la salinidad de la colecta y alimentados dia-
riamente con microalgas (Isochrysis) para
estimular la divisién celular, durante un
maximo de 3 a 4 dias, tiempo después del
cual se procedié a realizar el estudio citoge-
nético.

Ensayo citogenético

Una vez aclimatados, los especimenes
fueron separados en dos peceras, en grupos
de 20, los cuales fueron colocados en las so-
luciones hipoténica de KCl al 1%y citrato de
sodio al 1%.

Técnica para la obtencion de
cromosomas mitoticos

Los especimenes juveniles fueron me-
didos y procesados segun la técnica de Oka-
moto y Arimoto (8) con ligeras modificacio-
nes. Los animales fueron colocados en un
beaker con 0,1 mL de colcemid (Gibco BRL
Karyomax colcemid) en agua de mar, e incu-
bados por un periodo de 4 a 5 horas. Poste-
riormente, las branquias eran separadas del
animal y maceradas en un mortero con unas
gotas de solucion salinafisiolégica (solucién
isoténica), y posteriormente alrededor de 5
mL de KCI al 1% o de Citrato de Sodio 1%
(solucion hipoténica) a una temperatura de
37°C durante un periodo de 1 hora. Este
material fue centrifugado (centrifugadora
Clay Adams) a 800 r.p.m. Luego de 10 minu-
tos a la suspension celular se le agrego, con
agitacion constante, 15 mL del fijador Car-
noy (Metanol: Acido Acético) en una propor-
cion 3:1, paraluego guardar en la nevera por
un periodo de 15 min. Posteriormente se
centrifugd nuevamente adicionando 15 mL
de fijador a la suspension celular, con agita-
cion constante, para después ser almacena-
do en la nevera hasta el otro dia. Los botones
celulares fueron centrifugados y extendidos
en ldminas portaobjeto, se dejaron secar al
aire y posteriormente fueron tefiidas con
Giemsa (Riedel-de Haen) en buffer fosfato

durante 10 minutos; las laminas fueron la-
vadas con agua destilada y posteriormente
secadas al aire, para ser observadas al mi-
croscopio.

Las laminas preparadas fueron obser-
vadas al microscopio de campo claro, con
objetivo de mayor aumento o abertura nu-
meérica (100 X), en un fotomicroscopio Zeiss
Axioskop. Las mejores metafases mitéticas
fueron fotografiadas usando rollo de pelicu-
la blanco y negro (400 asas).

Resultados y Discusion

De un total de 40 especimenes se anali-
zaron 573 metafases mitéticas. Durante la
realizacién de este estudio, se uso tejido de
las branquias las cuales presentaron eleva-
da division celular en los especimenes juve-
niles adaptados a las condiciones del labo-
ratorio y bien alimentados. En la Figura 1 se
observa que el rango de tamario ideal de la
almeja para obtener un mayor porcentaje de
células mitéticas se encuentraentre 20-24y
28-32 mm. Estos rangos de tamafio podrian
considerarse por lo tanto ideales para reali-
zar estudios citogenéticos en Polymesoda
solida. Segun Okamoto y Arimoto (8) los mo-
luscos empleados para el estudio directo de
los cromosomas deben ser especimenes ju-
veniles, aungque no reportan el tamafo pre-
ciso de los mismos. Thiriot-Quievreux (12),
quien harealizado numerosos estudios cito-
genéticos a ostras y mejillones, sugiere que
los organismos empleados para el estudio
directo de los cromosomas deben ser juveni-
les y de tamafios entre 10 y 25 mm. En el
caso de las almejas no se habian reportado
rangos de tamafio 6ptimo hasta el presente
estudio.

En general, se sugieren especimenes
juveniles para este tipo de estudios, debido a
que deben utilizarse los tejidos que posean
normalmente un namero elevado de células
en divisién que no precisen del uso de agen-
tes mitogénicos o que faciliten su accion
(9-11).
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Figural. Porcentaje de células mitéticas anali-
zadas y relacionadas con el Tamafio
de los especimenes de Polymesoda soli-
da.

La mitad de los especimenes procesa-
dos durante este estudio fueron tratados
con KCl y la otra mitad con Citrato de Sodio
a una concentracion del 1%. En la Figura 2
se observa el porcentaje de células mitéticas
obtenidas mediante el empleo de ambas so-
luciones observandose un 78,71% de célu-
las mitéticas en las preparaciones realiza-
das con el KCl y un 36,71% en las tratadas
con Citrato de Sodio. Estos resultados indi-
can que el KCI permitié visualizar mejores
metafases que el Citrato de Sodio (Figura 3).
Es evidente que las células de este molusco
bivalvo son més sensibles a la accién hipot6-
nica del KCI que a la del Citrato de Sodio.

Para el andlisis del nUmero cromoso6-
mico es necesario el uso de buenas metafa-
ses mitdticas, a través de las cuales se logre
observar de manera clara y precisa los cro-
mosomas. A pesar de haber obtenido un alto
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Figura 2. Porcentaje total de células de Polyme-
soda solida obtenidas mediante el uso
de las soluciones hipoténicas.

ndamero de buenas metafases mitoéticas en
este estudio, se encontré que el namero cro-
mosémico de Polymesoda solida varia entre
2n=22y 2n=30. Este rango se observé indis-
tintamente de la accidn de las dos solucio-
nes hipotdnicas. Esta variacion puede con-
siderarse como consecuencia de una alta in-
cidencia de aneuploidia, tanto como por la
existencia de mas de un cromosoma homo-
logo (trisomia) como por ausencia de pares
cromosomicos (monosomia) (12).

Segun Thiriot-Quievreux (12), los in-
vertebrados, y en particular los moluscos bi-
valvos, presentan sefiales aneuploides o mi-
tosis cromosdémicas anormales causadas
por la contaminacioén a la que se hallan ex-
puestos. Un ejemplo lo constituye Macoma
balthica, especie con alta frecuencia de me-
tafases con un ndmero elevado de células
aneuploides (61 metafases con nimero en-
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Figura 3. Cromosomas de Polymesoda solida observados con la solucién hipoténica KCI. 1000X.

tre 70 y 98 cromosomas), siendo el nimero
normal 2n=38. Este autor sugiere que las
aberraciones numéricas de los cromosomas
observadas son producidas por tres tipos de
contaminantes (metales pesados, hidrocar-
buros aroméaticos y sustancias radioactivas)
presentes en el habitat donde vive este mo-
lusco (13).

En base a esto, se puede hipotetizar
que lo observado en Polymesoda solida sea
debido a la presencia de contaminantes en
las aguas del Lago de Maracaibo. En este
sentido, la evidencia sugiere una elevada al-
teracion genética de esta especie.

Existen evidencias de que fenédmenos
similares al observado en este estudio se
presentan en otras especies. Por ejemplo,
Ostrea desenlamellosa posee un numero
cromosémico de 2n =20, pero 16,5% de sus
células son aneuploides (5). En algunas es-
pecies de mejillones también se han obser-
vado aberraciones cromosémicas como es
el caso del mejillén Mytilus edulis (2n = 28)
que de 5 a 10 de las mitosis estudiadas po-
seen un numero cromosomico anormal (en-
tre 27 y 30) (12, 14). La presencia de células
aneuploides (monosdmicas) descritas en
las familias Mytilidae y Ostreidae, es un fe-
némMeno que una vez que se manifiesta per-

siste durante todo su desarrollo. (12). En
embriones de Mytilus edulis se ha observa-
do aneuploidia hasta en un 8%, siendo esto
también asociado a procesos contaminan-
tes (12).

Conclusiones

El nmero cromosémico de Polymeso-
da solida se encuentra entre 2n= 22 y
2n=30.

El tamafo ideal para obtener mayor
porcentaje de células mitéticas en bran-
quias de la almeja Polymesoda solida es el
comprendido entre 20-24 mm y 28-32mm
de longitud valvar.

El uso de la solucién hipotdnicas de
KCI produjo la mejor ruptura de los nucleos
y mejor visualizacion de las células metafa-
sicas.

Debido al alto porcentaje de células
aneuploides observadas, se puede inferir que
la contaminacioén del Lago de Maracaibo ha
afectado genéticamente a esta especie.
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