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INTRODUCCION
1.1. DISTRIBUCION Y TAXONOMIA DEL GENERO Mytilus

La familia Mytilidae se originé al final del Devonico hace unos 400 millones de
afios (Soot-Ryen, 1969). El género Mytifus se diferencia de otros de la misma familia, como
Choromytilus y Perna, por la presencia de un misculo aductor anterior y la mas o menos

continuada impresion del musculo retractor posterior (figura 1).

Figura 1
Morfologia de la concha de los géneros Mytilus, Choromytilus y Perna.

Mytilus
IMRP

MRA: Mauasculo retractor anterior; L: Ligamento; IMRP: Impresién del
musculo retractor posterior; IMAP: Impresion del musculo aductor
posterior; IMAA: Impresidn del musculo aductor anterior;

LP: Linea paleal.

En Europa existen tres especies pertenecientes al género Mytilus: M. edulis
(Linnaeus, 1758), que se origind en el Plioceno (Soot-Ryen, 1955), M. galloprovincialis

(Lamark, 1819) que apareceria durante la glaciacion del Pleistoceno hace uno o dos millones
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de aiios en el Mar Mediterraneo (Barsotti y Meluzzi,1968), y M. trossulus (Gould, 1850)

que se originaria en la misma glaciacién en el Mar Baltico (Varvio et al., 1988) .

Las investigaciones taxonomicas en el geénero Mytilus se han orientado al
establecimiento de una relacién sistematica entre M. edulis, M. galloprovincialis y
M. trossulus. Desde 1860 se planted una controversia con respecto a la sistematica de
este género. Asi, en la revision de Lamy (1936) figuran 7 especies diferentes pertenecientes
al género Mytilus, entre las que aparecen M. edulis, M, galloprovincialis y M. trossulus.
Sin embargo, en la posterior revision de Soot-Ryen (1955), inicamente se reconocen 3
especies, una de las cuales es M. edulis, figurando M. galloprovincialis y M. trossulus como
subespecies de esta filtima. Actualmente mientras algunos autores consideran los tres tipos
mas ampliamente distribuidos como especies distintas, otros los consideran como

subespecies, razas o ecotipos (Gosling, 1984; Koehn, 1991; Gosling, 1992a, Gardner, 1992).

Las diferencias entre M. edulis y M. galloprovincialis se basaron en un principio en
los caracteres morfolégicos de la concha (Verduin, 1979; Gosling, 1984; Beaumont et al.,
1989), ya que M. galloprovincialis suele presentar una concha mas ancha, con la zona de la
boca mas curvada, la impresién del misculo aductor anterior mas pequefia y circular y con la
charnela de menor tamafio. Sin embargo Seed (1978) ya habia sefialado la gran plasticidad de
estos caracteres, influenciados principalmente por la edad del mejillén, la densidad de la
poblacién y la altura que ocupa en la zona intermareal. Las diferencias entre M. edulis y
M. trossulus estan basadas en que la concha de M. trossulus es mas alargada y el musculo
aductor posterior mas pequefio. Ademas el tamafio inferior de la concha y el color suelen
ser caracteres que facilitan la identificacion de M. frossulus (Remane y Schlieper, 1971;
Theisen, 1982).

La utilizacién de técnicas electroforéticas y pardmetros morfométricos para
caracterizar individuos y poblaciones y la aplicacién de técnicas de analisis multivariante,
permitieron analizar el status taxonémico y sistematico del mejillon (McDonald y Koehn,
1988; Varvio et al., 1988; McDonald et al., 1991). Para diferenciar estasposibles especies se
han utilizado ademas marcadores alozimicos, entre los cuales, la manosa 6-fosfato isomerasa
(Mpi), la peptidasa II (Aap) y la glucosafosfato isomerasa (Gpi) son los loci mas

discriminantes, aunque ninguno se puede considerar como locus diagndstico (Koehn, 1991,
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Gosling, 1992b, Seed, 1992). Las frecuencias alélicas de cada una de las poblaciones son
generalmente homogéneas para cada especie de mejillon, pero cuando comparamos
individuos de la misma especie pero de poblaciones diferentes existen, invariablemente,
diferencias sustanciales entre ellos (Gosling, 1992b). La distancia genética (D) calculada por
Skibisnki et al. (1980) entre una poblacion de M edulis (Gran Bretafia) y otra de
M. galloprovincialis (Italia) es de 0'172 basandose en estudios de la frecuencia de 16 loci.
Comparando M. edulis de Dinamarca y M. galloprovincialis de Sudafrica, Grant y Cherry
{1985) observan una distancia D = 0'162 en los resultados de la frecuencia de 23 loci. Por
otra parte, Vdinold y Hvilson (1991) encuentran una D = 0"28+0'12 al comparar M. trossulus
del Mar Béltico con M galloprovincialis de Galicia. Estos valores indicados se encuentran
en el rango esperado para la comparacion entre subespecies de invertebrados (D = (228,
Ferguson, 1980), lo cual nos llevaria a nombrar los tres tipos de mejillon como M. edulis,
M. edulis galloprovincialis (Jeffreys, 1863) y M. edulis trossulus, como ya habian sido
consideradas por Soot-Ryen {1955).

M. edulis y M. galloprovincialis fueron observados ocupando el mismo nicho
ecoldgico en el S.0. de Inglaterra por Lewis y Seed (1969) y por Seed (1971). La separacién
entre los dos tipos de mejillon se realizé en base a criterios morfologicos, anatémicos,
fisiolégicos y alozimicos. La hibridacion natural en dichas poblaciones fue confirmada unos
afios después en base a estudios alozimicos (Ahmad y Beardmore, 1976), e investigaciones
posteriores han detectado la coexistencia de ambos tipos de mejillén en amplias zonas de las
Islas Britinicas y oeste de Francia (Skibinski et al., 1978, 1983; Skibinski y Beardmore,
1979; Gosling y Wilkins, 1981; Skibinski, 1983; Coustau et al., 1991) ocupando un area de
mas de 1400 Km.

Por lo que respecta a M. edulis y M. trossulus ambas especies parecen habitar la
regién de confluencia del Mar Baltico con el Océano Atlantico, donde Viindld y Hvilson
{1991) detectaron hibridos en un irea de unos 150 Km.

En Galicia el mejillon se encuentra ampliamente distribuido y sometido a cultivo,
existiendo una discrepancia en cuanto a la especie que habita estas costas. Algunos autores
sefialaron la presencia de M. edulis y M. galloprovincialis (Nobre, 1938-1940; Hernandez y
Jiménez, 1971; Lubet, 1973; Ortea, 1977; Ramonell, 1985). Posteriormente se considerd la
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existencia de Unicamente M edulis (Hidalgo, 1971; Figueras, 1976; Seed, 1976, 1978;
Aguirre, 1980; Marifio et al., 1982; Tenore et al., 1982; Suchanek, 1985), y, actualmente, los
ultimos trabajos confirman la presencia de tan sdlo M. galloprovincialis (Lubet, 1976;
Sanjuan et al., 1986, 1990; Pasantes et al., 1990; Crespo et al., 1990).

Los resultados obtenidos a partir de cruzamientos entre M. edulis y
M. galloprovincialis permitieron comprobar la ausencia de barreras reproductivas o
incompatibilidades genéticas (Lubet et al., 1984; Gardner y Skibinski, 1988), pero aunque
aparentemente no se detect6 ningiin efecto adverso en viabilidad, crecimiento o mortalidad de
los hibridos de la primera generacién, en investigaciones posteriores se encontraron
diferencias significativas en la supervivencia después de 9dias de vida entre los hibridos de
la primera generacion con respecto a larvas procedentes de cruzamientos controles de
individuos M. galloprovincialis entre si y M. edulis entre si (Beaumont, comunicacion

personal).

A nivel citogenético, Lubet {(1959) observé en células haploides, que la dotacién
cromosomica de M. edulis y M, galloprovincialis era de n = 14, y, posteriormente, Ahmed
y Sparks (1970) comprobaron que la dotacion diploide era de 2n = 28. En los Oltimos afios
varios autores han realizado estudios en estas dos especies de mejillén y corroboran dichas
observaciones (leyama y Inaba, 1974; Thiriot-Quiévrex y Ayraud, 1982; Moynihan y
Mahon, 1983; Dixon y Flavell, 1986; Pasantes et al., 1990). Por lo que respectaa la dotacién

de M. trossulus se ha confirmado recientemente también como 2n = 28 (Insua Pombo, 1992).

Teniendo en cuenta los criterios morfoldgicos, alozimicos y citogenéticos descritos
hasta la actualidad, la distribucion de las tres especies del G. Mjtilus en Europa es la
siguiente: M. edulis se distribuye desde los mares Blanco y Baltico (McDonald et al., 1990,
1991) hasta el sur de las costas atlanticas francesas (Seed, 1972, 1978; McDonald et al.,
1990); M. galloprovincialis desde el Mar Negro por todo el Mediterraneo, hasta amplias
zonas del suroeste de Inglaterra (Hepper, 1957, Lewis y Seed, 1969), de la costa
occidental francesa (Sced, 1972) y de Irlanda (Seed, 1974), y M. trossulus por el Mar Baltico
(Bulnhein y Gosling, 1988; Varvio et al, 1988) (figura 2).
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Figura 2

Distribucion del mejillon en las costas europeas

X

E M. edulis M. galloprovincialis % M. trossulus

1.2. ORGANIZACION DEL, GENOMA

1.2.1. BANDE R METOD IONALE

La utilizacion de diversas técnicas de anilisis cromosémico ha permitide un mayor
conocimiento de la estructura y organizacién de los cromosomas, principalmente en
mamiferos. El empleo de diferentes tinciones y pretratamientos ponen de manifiesto una
discontinuidad en la tincién de la fibra de cromatina empaquetada, observandose
cromosomas metafasicos no homogéneamehte teflidos que permite localizar regiones
cromosdmicas concretas. Sumner (1990) considera que se pueden clasificar las bandas en
cuatro tipos diferentes:

1} Bandas heterocromatinicas (C),
2) Bandas que se manifiestan a lo largo de los brazos cromosémicos (G, Q y R),
3} Organizadores nucleolares (NOR), y

4} Cinetocoros .
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El término heterocromatina fue introducido por Heitz (1928) para definir las
regiones cromosdmicas que aparecen condensadas durante el ciclo celular, que son
heteropicnéticas a lo largo de la profase. Posteriormente Brown (1966) redefini6 este término
para distinguirlo de la heterocromatina facultativa. Se ha considerado la heterocromatina
constitutiva como aquella que puede ser detectada citologicamente mediante bandeo C y que
suele estar localizada a nivel centromérico. Su caracteristica principal es que esta
constituida por secuencias altamente repetidas (ADN satélite) cuya composicion suele ser
heterogénea en la mayoria de las especies y su funcién evolutiva no estid todavia clara.
Algunos autores sefialan que el ADN satélite podria considerarse como ADN parasito
(Doolittle y Sapienza, 1980; Orgel y Crick, 1980), si bien es preciso indicar que la
heterocromatina contiene muchas veces ADN funcional, centromeros, telomeros o ADN
ribosémico (Babu y Verma, 1987). También hay que seiialar que no todas las regiones

heterocromatinicas se visualizan después del bandeo C convencional.

Las bandas G tienen como primera y mas importante aplicacién la identificacion
precisa y detallada de los cromosomas individuales de los cariotipos (Sumner, 1990).
La organizacion del ADN en el cromosoma puede definirse en funcion de las caracteristicas
de las bandas G y R (Wagner et al., 1993). La tabla I muestra las caracteristicas generales mas
importantes de las bandas G y R (Bernardi, 1989).

TABLA1
Bandas G Bandas R
Ricas en A+T Ricas en G+C

Replicacion tardia Replicacion temprana

Condensacién temprana Condensacion tardia
Relativa escasez de secuencias Alu Abundancia de secuencias Alu

Insensibilidad a la DNAasa | Sensibilidad a la DNAasa 1

Escasez de secuencias CpG Abundancia de secuencias CpG

Las regiones organizadoras del nucleolo (NOR) se localizan especificamente en el

cromosoma e inducen la formacion del nucleolo en la interfase (Schwarzacher y Wachtler,
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1983). Sus localizaciones especificas se consideran esenciales para caracterizar el cariotipo de
una especie. El conocimiento de la organizacion de sus genes, su posicion en
los cromosomas, asi como su organizacién estructural y funcional han sido tratadas en las
revisiones de Smetana y Busch (1974), Ghosh (1976) y Schwarzacher y Wachtler (1983).

El ADNr generalmente es rico en G+C (Attardi y Amaldi, 1970; Birnstiel et al.,
1971; Miller, 1981; Wilson, 1982). Schweizer (1976) mostré que los NORs de ciertas plantas
pueden ser marcados con cromomicina A3 (CA3) y mitramicina (MM), y desde entonces,
utilizando estos compuestos, se ha observado que los NOR estan ligados, en muchos
organismos, a regiones ricas en G+C (Schmid, 1980; Deumling y Grelhuber, 1982; Schweizer
et al., 1983; Fox y Santos, 1985; Cau et al., 1988). Sin embargo, mediante estas tinciones no
es posible distinguir entre NOR y otras regiones ricas en G+C (Sumnmer, 1990). La
impregnacion con nitrato de plata no parece tefiir ADN ribosémico ni ARNr, sino mas bien
una serie de proteinas no histonicas asociadas a las regiones de ADNT, reflejando la actividad
nucleolar o indicando los lugares potenciales de transcripcion (Goodpasture y Bloom, 1975;
Miller et al., 1976a, b; Howell, 1977, 1982; Schwarzacher et al., 1978; Hubbell, 1985).

22.B OROCROMOS

El empleo por Caspersson et al. (1968) de un fluorocromo como inductor de bandas,
significé el inicio de los marcajes cromosémicos. La quinacrina muestra fluorescencia
brillante en presencia de ADN rico en pares de bases A+T y disminuye su fluorescencia
cuando el ADN es rico en pares de bases G+C. Por lo tanto las zonas de ADN satélite rico en
pares de bases A+T presentarian fluorescencia brillante con quinacrina, como sucede en
diferentes especies de dipteros (Ellison y Barr, 1972; Ranganath et al., 1982) y plantas
(Cionini et al., 1985). Pero no seran fluorescentes lasde ADN satélite rico en G+C, como la
region centromérica de los cromosomas del buey, Bos taurus (Schnedl, 1972). Sin embargo
en ciertos mamiferos esto no se cumple; asi, la regién centromérica de los cromosomas de
raton (Mus musculus), que contiene ADN satélite rico en A+T, no presenta fluorescencia
brillante con quinacrina (Rowley y Bodmer, 1971); en el ciervoindio (Muntiacus muntjak) la
region de heterocromatina centromérica, rica tambiénen A+T, presenta fluorescencia débil
(Comings, 1971) y, en humanos, los centromeros de los cromosomas nimeros 1, 9 y 16

muestran un comportamiento similar (Corneo et al., 1970).
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La preferencia de unién del fluorocromo Hoechst-33258 (H) azonas ricas en A+T,
produce en muchos casos patrones de bandas similares a las de la quinacrina. Este
fluorocromo fue utilizado por primeravez por Hilwig y Gropp (1972) para inducir bandas en
ratones (Mus musculus y M. poschiavinus) y en el erizo argelino (Erinaceus algirus). En
ratones observaron que las regiones centroméricas tenian fluorescencia brillante
contrariamente a lo que sucedia con quinacrina, aunque los brazos cromosémicos presentaban
un patrén de bandas similar al Q. Sin embargo en el erizo argelino los cromosomas que se
mostraban generalmente brillantes poseian fluorescencia débil en los segmentos
heterocromatinicos, por lo que segin estos autores el Hoechst solo serfa especifico para

ciertos tipos de heterocromatina,

En diferentes estudios se comprobé un aumento de la fluorescencia del Hoechst en
disolucién acuosa con ADN de diferente composiciéon de bases (Weisblum y Haenssler,
1974; Comings, 1975, Latt y Wohlleb, 1975). Con el Hoechst no se produce una disminucion
de la fluorescencia por la presencia de guaninas, al contraric de lo que sucede con la
quinacrina. Esto permite explicar por qué los centrémeros de raton, ricos en A+T,no son
fluorescentes con quinacrina y tienen fluorescencia brillante con el Hoechst, o por qué el

ADN satélite del centeno, rico en G+C, es fluorescente con dicho compuesto.

El DAPI (4'-6'-diamidino-2-fenilindol) tiene afinidad por pares de bases A+T y
presenta fluorescencia brillante en las regiones de ADN satélite rico en esas bases como, por
ejemplo, el de raton (Schnedl et al., 1977b), mientras que no muestra fluorescencia en las
regiones ricas en G+C (Schnedl et al., 1977b; Deumling y Greilhuber, 1982). Los patrones de
bandas obtenidos con DAPI y Hoechst en cromosomas humanos, son esencialmente iguales
(Schweizer, 1976, Schned! et al., 1977a), aunque en algunas especies, como Drosophila

virilis, Hoechst y DAPI producen patrones diferentes en ciertas regiones cromosdémicas
(Abrahan et al., 1983).

Schweizer (1976) utilizo la Cromomicina A3 (CA3) por primera vez en plantas,

obteniendo un patrén de bandas inverso al que observé con DAPI, que en cromosomas
humanos es similar al de las bandas R (Schweizer, 1980). La CA3 se une al ADN
principalmente de doble cadena rico en pares de bases G+C (Ward et al., 1965).
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El uso de este fluorocromo es atil para caracterizar zonas heterocromatinicas
(Leeman y Ruch, 1983), asi como para visualizar regiones NOR en diferentes organismos,
principalmente en invertebrados y vertebrados heterotermos, ya fuesen estas activas o
inactivas en la interfase anterior (Schweizer, 1976; Schmid, 1980; Deumling y Grelhuber,
1982; Schweizer et al., 1983; Rocchi et al., 1984; Fox y Santos, 1985; Cau et al., 1988). Esto
no es sorprendente si se tiene en cuenta que el ADN que se transcribe a ARNr tiene un alto
contenido en G+C. Ademas Sinclair y Brown (1971) opinan que el ADNr de todas las
especies tiene altos niveles de redundancia en G+C. Sin embargo, se desconoce por qué las
regiones NOR de peces, anfibios, reptiles e incluso aves presentan especificidad por
mitramicina y CA3 y por el contrario en mamiferos, las regiones NOR no muestran una
significativa diferencia con estos tratamientos, siendo ademas el contenido en G+C de
estos mas elevado que en otros vertebrados (52-64%; Sinclair y Brown, 1971). Quizas el
problema radica en que la fraccion que representa el NOR en mamiferos es inferior a la de
otros vertebrados (Sinclair y Brown, 1971). Por ejemplo cada unode los NOR humanos tiene
de 40 a 46 unidades repetidas de rDNA; sin embargo Xenopus laevis tiene de 400 a 500
unidades localizadas en cada uno de sus dos NORs (Brown et al., 1972; Bross y Krone, 1973).

En general, es coman utilizar diferentes combinaciones de determinados compuestos
fluorescentes con otros fluorescentes o con no fluorescentes. Estas combinaciones producen
efectos diferentes sobre los cromosomas, permitiendo distinguir distintos tipos de
heterocromatina. La combinacién de Actinomicina D (AD), que tiene afinidad por el ADN
rico en G+C, con el DAPI es muy utilizada ya que contrasta mejor el patrén de bandas que se
puede obtener unicamente con la tincidon DAPI (Schweizer, 1976). Esta mejora del contraste
del bandeo también se produce cuando se combina la AD con el Hoechst (Jorgenson et al.,
1978; Latt et al., 1980a, b).

Otra combinacion muy utilizada también es la del antibiético Distamicina A (DA),
que tiene preferencia por el ADN rico en A+T, con el fluorocromo DAPI (Schweizer
et al,, 1978), la cual produce una fuerte fluorescencia, aunque estasélo se localiza en algunas
de las regiones ricas en A+T. La combinacion mas utilizada es latritincién con CA3, DA y
DAPIL, que permite visualizar a la vez sobre los mismos cromosomas tanto los bandeos
DA/DAPI como los bandeos CA3 (Schweizer, 1980). En algunos casos se sustituye la DA por
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el Verde de Metilo (VM), ya que produce resultados similares al combinarlo con el DAPI, y el
producto tiene una mayor estabilidad (Donlon y Magenis, 1983).

En general, podemos decir que el empleo de fluorocromos ha permitido caracterizar
la cromatina con mayor precision, siendo la composicion del ADN el primer determinante de
los patrones de fluorescencia especifico, si bien, hoy en dia no estd claro el papel de las

proteinas cromosdmicas asociadas al ADN (John et al., 1985).

1.2.3, BANDEOS P SAS DE RESTRICCION

Los resultados poco satisfactorios encontrados en invertebrados y vertebrados
heterotermos mediante técnicas de bandeo convencional, han Ilevado a desarrollar nuevos
métodos de estudio de la organizacidn del genoma. Asi, Miller et al. (1983), han sugerido la
utilizacion de enzimas de restriccion (ER) para inducir el bandeo cromosémico en vertebrados

heterotermos, resistentes a los bandeos clédsicos.

La respuesta de regiones heterocromatinicas a la digestion por endonucleasas de
restriccion se explicod en funcion de la abundancia de las dianas de reconocimiento para un
enzima en concreto (Bianchi et al., 1985; Babu, 1988; Sentis et al., 1989; Lépez-Fernandez et
al., 1991). Esto posibilita el corte y posterior extraccion del ADN, lo cualinduce pérdida o
disminucién de tincidn en aquellas regiones donde las dianas del enzima son abundantes
(Bianchi y Bianchi, 1987; Lloyd y Thorgaard, 1988; Sentis et al., 1989, Gonzalez-Tizdén et
al., 1993a). Segln esto, el analisis mediante endonucleasas de restriccion, se puede aplicar
para caracterizar bioquimicamente las regiones heterocromatinicas en funciéon de la
abundancia o escasez de dianas y asi reconocer regiones mas o menos ricas en determinadas

secuencias.

El desarrollo de las técnicas de digestion con ER (Miller et al.,, 1983; Mezzanotte et
al., 1983) aport6 importantes resultados en peces (Lloyd y Thorgaard, 1988; Cau et al., 1988;
Lozano et al., 1991), anfibios (Schimd y Almeida, 1988; Begak et al., 1988; Herrero et al.,
1992), insectos (Sentis et al., 1986, 1988, 1989; Gosalvez etal., 1987; Marchi y Mezzanotte,
1988; Lopez-Fernandez et al., 1988, 1989) y plantas (Frediani et al., 1987; Lozano et al.,

1990; Schubert, 1990; Kamisugi et al., 1992), permitiendo caracterizar la heterocromatina,
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detectar heterogeneidad en regiones cromosomicas concretas y localizar bandas cripticas no
observables con técnicas convencionales {(Gosalvez et al., 1989; Ludeifia et al., 1990; Juan et
al., 1990; Lépez-Fernandez et al., 1991; Sanchez et al., 1993).

Sin embargo, el mecanismo de actuacién de las endonucleasas es objeto de
controversia. En primer lugar, si no se detecta tincidén en una region especifica es que deben
existir suficientes dianas para el enzima empleado. Pero lo contrario no tiene por qué ser
cierto. Si una regién no es digerida podria deberse a que, ain habiendo suficiente nimero de
secuenctas, éstas no fueran accesibles a la actuacion de los enzimas. Esto podriaser debido a
cuestiones de organizacién de la cromatina, a la disposicién de las secuencias de la fibra
de cromatina, a la metilacién de las secuencias diana o a caracteristicas del enzima
utilizado (Lica y Hamkalo, 1983; Bianchi y Bianchi, 1987; Burkholder, 1989). Ademas, ain
siendo accesibles las dianas, la asociacion con determinadas proteinas o aspectos relativos a
la organizacion de la heterocromatina, pueden impedir la liberacion de los fragmentos

cortados (Bianchi et al., 1985).

La aplicacién conjunta de fluorocromos y bandeo con endonucleasas de restriccién
ha sido utilizada en diversas especies para evidenciar la heterogeneidad subyacente a la
heterocromatina constitutiva detectadacon el bandeo C convencional (Rocchi, 1982; John et
al., 1985; Babu y Verma, 1986; Babu, 1988; Sentis et al., 1989; Bianchi et al., 1990; Juan et
al., 1990; Lopez-Fernandez et al., 1991; Sanchez et al., 1991).

1.3. CARACTERIZACION DE LOS CROMOSOMAS DE BIVALVOS

El nimero de especies de bivalvos con nimero cromosémico conocido es inferior a
200, y a tan sole 90 de ellas se les elabord el cariotipo. Si consideramos que existen unas
8.000 especies descritas de estos moluscos (Boss, 1982), observamos que los estudios

citogenéticos de esta clase han tenido un escaso desarrollo.

Como ya se sefiald, la dotacidn diploide de las tres especies de mejillon europeo es
de 2n = 28 cromosomas. Todos los autores coinciden en sefialar que el de M. edulis esta
formado por 6 pares de cromosomas metacéntricos y 8 pares de cromosomas submeta-

subtelocéntricos, no observandose cromosomas telocéntricos (Thiriot-Quiévreux y Ayraud,
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1982; Moynihan y Mahon, 1983; Ieyama, 1983; Dixon y Flavell, 1986). En ¢l caso de
M. galloprovincialis Thiriot-Quiévreux y Ayraud (1982) e Ieyama(1983) encuentran 5 pares
de cromosomas metacéntricos y 9 pares de cromosomas submeta- subtelocéntricos. Sin
embargo, otros autores que han caracterizado a M. galloprovincialis observan 6 pares de
cromosomas metacéntricos y 8 pares de cromosomas submeta- subtelocéntricos al igual que
en M edulis (Dixon y Flavell, 1986; Pasantes et al., 1990).

Thiriot-Quiévreux y Ayraud (1982) creen que el cromosoma 2 seria metacéntrico en
M. edulis y submetacéntrico en M galloprovincialis, y habria sufrido una inversién
pericéntrica, por lo que segin los autores seria suficiente para diferenciar M. edulis de
M. galloprovincialis. Sin embargo, en un trabajo posterior, Thiriot-Quiévreux(1984) indica

que estas evidencias observadas no son suficientes para separar estos taxones.

Por lo que respecta a M. trossulus, su cariotipo estd caracterizado por 6 pares de
cromosomas metacéntricos, 2 de submetacéntricos y 6 de subtelocéntricos (Insua Pombo,
1992)

Las técnicas de bandeo en moluscos bivalvos tienen un escaso desarrollo y por lo
tanto el nimero de trabajos existentes es pequeiio. Los primeros autores en realizar algan tipo
de aproximacion a la distribucion de las bandas en bivalvos fueron Rodriguez-Romero et al.
(1979) que obtuvieron un patrén de bandas G en Crassostrea virginica. Los posteriores
trabajos de Moore et al. {1986), en los que mostraron un idiograma de bandas G en M. edulis,
y de Méndez et al. (1990), que realizaron un patrén de bandas con 2xSSC en
M. galloprovincialis, representan los (inicos estudios de aplicacion de técnicas de bandeo que
dieron como resultado una distribucion longitudinal de bandas a lo largo de los brazos
cromosomicos. La dificultad en realizar estos tipos de bandeo en vertebrados heterotermos e
invertebrados, se debe, seglin ciertos autores, a la ausencia de diferenciacién en cuanto a
porcentaje de bases y/o estructura de los compartimentos cromosomicos responsables de los
bandeos G y R como ocurre en vertebrados superiores (Medrano et al., 1988; Schmid y
Almeida, 1988; Holmquist, 1989).

La localizacién de las regiones organizadoras del nucleolo se han logrado en un

mayor nimero de especies. Asi Dixon et al. (1986) y Cornet {1993) obtuvieron los NORs en
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M. edulis, Insua y Thiriot-Quiévreux (1991, 1993) y Thiriot-Quiévreux e Insua (1992) en
cuatro tipos de ostra (Ostrea edulis, O. denselamellosa, O. puelchanay Crassotrea gigas),
e Insua Pombo (1992) en tres tipos de mejillon (M edulis, M. galloprovincialis y
M. trossulus), en dos de almeja (Ruditapes phillippinarum y Venerupis aurea) y en Perna

perna.

Las bandas C tnicamente se obtuvieron en M. edulis (Dixon et al., 1986), en
O. denselamellosa (Insua y Thiriot-Quiévreux, 1991) y en M edulis, M trossulus,
Cerastoderma edule y Venerupis pullastra (Insua Pombo, 1992).

Hasta €l momento ningin autor ha detectado la presencia de cromosomas sexuales
en bivalvos. A este respecto los estudios sobre localizacidon de las zonas heterocromatinicas
son importantes, puesto que se ha seiialado ¢l papel que la heterocromatina constitutiva
podria tener en la determinacién sexuval de algunas especies de vertebrados e invertebrados
(Bull, 1983). Asi, en algunas especies que tampoco poseen cromosomas sexuales ha sido
observado un dimorfismo en relacion a la cantidad de heterocromatina constitutiva (Bull,
1983). Dixon y McFadzen (1987) encontraron diferencias en el nimero de bloques
heterocromatinicos en machos y hembras de M edulis, existiendo una mayor cantidad de
heterocromatina en machos. Sin embargo estas diferencias que son signiﬁcétivas entre

individuos de diferente sexo también lo son entre individuos del mismo sexo.
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La existencia en Galicia de las rias como abrigo natural y la riqueza en nutrientes de
sus aguas, permite que mas de 3.200 parques de cultivo estén dedicados a la produccién del
mejillon. Esta fue de 230.000 Tn. en 1992, lo cual representa el 99% de la espafiola y el 50%
de la mundial. En el cultivo y comercializacion del mejillén trabajan actualmente de forma

directa o indirecta unas 14.000 personas.

En la explotacién de los parques de cultivo no se han producido grandes avances
técnicos en los ultimos afios. Estos se han basado en mejorar el tipo de flotacion de las bateas
para permitir colocar una mayor cantidad de cuerdas por parque de cultivo, ya que no
se conceden nuevos permisos para crear nuevas bateas. Asi, uno de los principales problemas
que se esta observando es la progresiva disminucion del nimero de mejillones cria (hasta
7 mm) en las rocas de las principales zonas de recoleccion (de Baiona a Fisterra). Pese a
esto, los productores, destinan tnicamente el 1% de las cuerdas de las bateas como
colectores. Estos motivos de tipo socioecondémico, la controversia existente en relacion al
status taxonomico, su existencia en la practica totalidad de los mares del mundo y el
desconocimiento de la citogenética de bivalvos, nos indujeron a realizar estudios con

mejillones.

Es indudable que la primera etapa en cualquier estudio citogenético de una especie
consiste en la determinacién del nimero cromosémico, la descripcién de su morfologia
cromosomica y la determinacion de diversos parametros como: longitud relativa,
relacién entre los brazos cromosomicos, indices centroméricos, etc. Posteriormente es
necesario realizar patrones de bandeo que permitan identificar los cromosomas y dentro de

ellos regiones cromosémicas especificas.

En este 'trabajo nos hemos planteado inicialmente tratar de inducir patrones de
bandas para poder identificar cada par cromosomico de la dotacién diploide del mejillén,
tanto en metafases de células de branquias de individuos adultos como en metafases de larvas.
Ademas, realizar un estudio de la heterocromatina en las tres especiesde mejillon europeo:
Mytilus edulis, M. galloprovincialis y M. trossulus, en base a la obtencion de las bandas C,
NORs y localizacion, mediante fluorocromos, de las posibles regiones ricas en paresde bases

A+T y/o G+C. A continuacién detectar la posible existencia de heterogeneidad de la
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heterocromatina mediante la digestion cromosomica in situ con diversas endonucleasas de

restriccion.
Finalmente, realizar un analisis comparativo de los resultados obtenidos en las

tres especies, con el fin de detectar las posibles diferencias existentes entre ellas, intentando

clarificar el status taxonémico del mejillon europeo.
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1 ESTUDIO

El género Mytilus se encuentra en aguas litorales y sublitorales a poca profundidad,
aunque excepcionalmente se puede encontrar a profundidades mayores. Aparece tanto en
aguas ocednicas como salobres, sobre todo en donde hay un movimiento importante de agua,
viviendo sobre gran variedad de sustratos como rocas, piedras, conchas de animales muertos
y, en general, cualquier superficie que le permita una fijacién segura, y siempre en zonas

donde no abunden las algas fuciceas con las que, por causas desconocidas, son incompatibles.

Los ejemplares estudiados en este trabajo proceden de diversas poblaciones del

litoral europeo:

x Mytilus galloprovincialis: Peiiiscola (Castellon); Cullera (Valencia); Almeria;

Nerja (Malaga), Marbella (Malaga); Baiona (Pontevedra); Fisterra (La Coruiia).

» Mytilus edulis: Zoutelande (Zeeland, Holanda); Harlesiel (Harlinger land,

Alemania).

* Mytilus trossulus: Dahme (Bahia de Mecklenburger, Alemania).

Figura 3
Distribucion de las poblaciones de mejillén estudiadas.
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NTODE 1, ONES

Recogimos los ejemplares de mejillon de las zonas intermareales. Los individuos de
M. galloprovincialis de las poblaciones de Fisterra y Baiona los utilizamos directamente, bien
para obtencién de metafases a partir de las branquias o bien para obtener desoves. El resto de
los individuos de la poblaciones de M. galloprovincialis 1os mantuvimos en camara a 17+1°C
hasta su utilizacién. Los mejillones de las poblaciones de Zoutelande, Harlesiel y Dahme
estuvieron a 4°C durante los primeros dias para evitar ¢l desove. Ademas, para los de la
poblacién de Dahme rebajamos la salinidad del agua desde 35%o hasta 10%o.

2

3.2.1. OBTENCION DE METAFASES DE INDIVIDUOS ADULTOS

Alrededor de 40 individuos de talla inferior a 25 mm de M edulis y
M. galloprovincialis los mantuvimos durante 10 a 15 dias, para activarles el crecimiento, en
recipientes con agua de mar en una camara con fotoperiodo de 12 horas y a una temperatura
de 20+1°C para M. galloprovincialis y de 15+1°C para M. edulis. Durante ese tiempo los

alimentamos con una mezcla de las algas Isochrisis galbana y Tetraselmis suecica.

Con el fin de bloquear la células mitdticas en metafase, los mejillones fueron
sometidos a tratamiento con colchicina, a una concentracién final de '005%, durante 7-10
horas. Obtuvimos las metafases segiin €l siguiente protocolo:

- Diseccion de los mejillones para la obtencion del tejido branquial.

- Dos choques hipoténicos con KCl al 0'56% durante 15 min cada uno atemperatura

ambiente.

- Dos fijaciones con carnoy (etanol : ac. acético; 3 : 1) a 4°C durante 10 min.

- Dos nuevas fijaciones con carnoy a la misma temperatura durante 20 min.

- Disociacién del tejido en agua acetilada al 45%.

- Extension de la suspensién celular sobre portaobjetos precalentados a 43+1°C.

3.2.2, OBTENCION DE METAFASES DE LARVAS

Para inducir el desove en M. galloprovincialis utilizamos individuos adultos de las

poblaciones de Baiona y Fisterra de tamafio superior a 8 cm; para M. edulis utilizamos
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individuos de la poblacién de Zoutelande de tamafio superior a 4 cm, ypara M. trossulus los
utilizamos de la poblacién de Dahme con tamafios superiores a 1'5 cm. En el laboratoriolos
introdujimos en recipientes individuales induciéndoles el desove mediante un choque

térmico de 27°C para los mejillones gallegos y de 20°C para los mas boreales.

Mezclamos 6vulos y espermatozoides en una capsula Petri a una concentracion de
1.000 espermatozoides/ml y de 15-30 évulos/ml (Pechenik et al., 1990), y afiadimos penicilina
y streptomicina para una concentracion de 500 wml. Finalmente, colocamos los
espermatozoides y 6vulos en la oscuridad a 18°C, para 20 horas después de la fecundacion,
cuando se han formadc las larvas trocdforas, afiadir colchicina (concentracién final,
0'067 pgr/ml), y cuatro horas mas tarde, obtener las preparaciones cromosdémicas segin el
siguiente protocolo:

- Centrifugacion de las larvas a 1.200 r.p.m.

- Tratamiento con KC1 al 0'56% durante 10 min a temperatura ambiente.

- Centrifugacion a 1.200 r.p.m.

- Fijacion con carnoy {etanol : ac. acético; 3 : 1) a 4°C durante 10 min.

- Centrifugacioén a 1.200 r.p.m. a 4°C.

- Dos lavados con carnoy a 4°C,

- Resuspensién del material y extension en portaobjetos a temperatura ambiente

dejando secar al aire.

3.3. MEDIDAS DE LOS CROMOSOMAS Y TRATAMIENTO ESTADISTICO

Medimos las longitudes de los brazos largos y del total del cromosoma de 12
metafases de la subpoblacién de Cullera con 5 pares de cromosomas metacéntricos, de la
subpoblacion de Cullera con 6 pares de cromosomas metacéntricos, de células de larvas de la
poblacién de Fisterra y de células de branquias de individuos adultos de la poblacién de
Fisterra. Realizamos estas medidas con un analizador de imagen Magiscande Joyce-Loebl
Ltd. Realizamos la media de las cromatidas en aquellos casos en los que estas estuviesen
separadas; a continuacién calculamos la media de la longitud de los brazos largos yla media
del total para cada par cromosomico. Hallamos la longitud relativa (100 X longitud del
cromosoma / longitud total del complemento haploide) y el indice centromérico (100 X

longitud brazo corto / longitud total del cromosoma) de cada cromosoma. Finalmente
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calculamos la media y el error standard (6/N'22) de las longitudes relativas y de los indices
centroméricos. Para nombrar cada tipo cromosémico utilizamos la nomenclatura establecida
por Levan et al. (1964).

El estudio de la existencia de posibles diferencias entre las distintas poblaciones lo
realizamos mediante un andlisis de varianza en las longitudes relativas y en el caso de la
comparacidn entre pares de variables utilizando una t-student con el uso del programa
SPSS/PC.

3.4, TECNICAS DE BANDEO CROMOSOMICO

3.4.1. BANDEO C

Incubamos las preparaciones cromosomicas, envejecidas de 3 a 7 dias, en CIH IN
durante 5 minutos y a temperatura ambiente. Después de un lavado abundante en agua
destilada, las introdujimos en una solucién saturada de Ba(OH) a 60° C durante 3-7 minutos,
lavandolas nuevamente en agua destilada e incubandolas, durante 15 minutos, en 2xSSC
(0'3M cloruro sédico, 0'03M citrato trisodico) a 60° C (Sumner, 1972).

A continuacion y después de dejar que secaran al aire, las tefiimos con una solucién
de Giemsa al 10% en tampdn fosfato pH 6'88, o con Naranja de acridina (NA) al 0'01% en
Tampodn Strensen's ((°06M; pH 6'5) durante 5 minutos.

3.42 BANDEO

Incubamos las extensiones cromosdmicas, envejecidas durante tres dias, en una
solucién de tripsina (Difco 1:250) al 0'01%, a 37°C, durante 7-20 segundos. A continuacidn,
las pasamos a una solucion de suero bovino fetal al 5% en tampon fosfato pH 6'88 durante
8 segundos; lavandolas en el tampon fosfato y tifiéndolas con solucion Giemsa al 4% en
tampodn fosfato (Seabright, 1971).

Por otra parte, tratamos de inducir las bandas G por otros métodos convencionales.

Uno de ellos consistid en el tratamiento de las preparaciones con unasolucién de 2xSSC a 60°
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y a 37°C durante tiempos variables desde 15 a 90 minutos (Sumner et al., 1971). Utilizamos,
también, el método de Shiraishi y Yosida (1972), consistente enintroducir los portaobjetos en
una solucidén de urea al 10% a 80°C durante 4 min. Ademads, tratamos las extensiones
citogenéticas con una solucién 2M de NaCl y 5M de Urea (Kato y Yosida, 1972). Latincién
empleada fue siempre con Giemsa al 4% en tamp6n fosfato pH 6'88.

3.4.3. TINCION CON PLATA.

Afiadimos 2 gotas de pipeta Pasteur de una disolucién de gelatina (2% gelatina; 1%
dcido férmico) y cuatro gotas de solucion de nitrato de plata (0'5 gr/ml) sobre las extensiones
cromosémicas previamente colocadas en una placa caliente a 43°C. Tapamos con un
cubreobjetos y dejamos tefiir durante 3-6 minutos, lavando abundantemente con agua
destilada (Howell y Black, 1980).

3.4.4. BANDEO CON FLUOROCROMOS

Realizamos la tincion de las preparaciones cromosdmicas con los diferentes

fluorocromos de acuerdo a los siguientes protocolos:

3.4.4.1. QUINACRINA (Caspersson et al., 1968)

1.- 10-15 min en quinacrina al 50% en Mcllvaine pH 5'4.
2.- Lavar con agua,

3.- 1 min en Mcllvaine pH 5'4.

4.- Montar en Mcllvaine pH 5'4

3.4.4.2 HOECHST - 33258 (Hilwig y Gropp, 1972).
1.- 10-15 min en una solucién de Hoechst-33258 (0'5 pgr/ml) en Mcllvaine pH 7'0.

2.- Lavar con agua.
3.- Montar en Mcllvaine pH 7'0.
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3.44.3. DAPI (Schweizer y Nagl, 1976).

1.- 20-30 min de solucion de DAPI (0'33 pgr/ml) en Mcllvaine pH 7'0.
2.- Lavar con agua.

3.- Montar en solucion de montaje (5 ml de glicerol + 5 ml de Mcllvaine pH 7'0 +
50 pl de ClhMg al 1%).

3.4.4.4. CROMOMICINA A3 (Schweizer, 1976; 1980).

1.- 1-2 horas en CA3 (0'5 mgr/ml) de solucidn stock de CA3

(5 ml de Mcllvaine pH 7'0 + 0'1 ml de CloMg 50mM + 4'9 m] de agua).
2.- Lavar con agua.

3.- Montar en solucién de montaje.

4.- Dejar durante dos dias a temperatura de ambiente para estabilizar.

3.44.5 DISTAMICINA A/DAPI (Schweizer et al.,1978; Schweizer, 1980).

1.- 10-15 min en una solucién de DA (0'1 mgr/ml} en Mcllvaine pH 7'0.
2.- Lavar con agua.

3.- 20-30 min de solucién de DAPI (0'33 pgr/ml) en Mcllvaine pH 7°0.
4.- Lavar con agua.

5.- Montar en solucién de montaje.

3.4.4.6. CROMOMICINA A3/DISTAMICINA A/DAPI (Schweizer, 1980).

1.- 1-2 horas en CA3 (0'5 mgr/ml) de solucién stock de CA3.

2.- Lavar con agua.

3.- 10-15 min en una solucién de DA (0'1 mgr/ml) en Mcllvaine pH 7'0.
4.- Lavar con agua.

5.- 20-30 min de solucion de DAPI (0’33 pgr/ml) en Mcllvaine pH 7'0.
6.- Lavar con agua.

7.- Montar en solucidn de montaje.
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3.4.4.7 ACTINOMICINA D/TAPI (Schweizer, 1976).

1.- 20-30 min de solucion de DAPI (0'33 pugr/ml) en Mcllvaine pH 7'0.

2.- Lavar con agua.

3.- 20 min de AD (0'2 mgr/ml) de solucion de AD (1 : §; Mcllvaine pH 5'5 : Agua).
4.- Lavar con agua.

5.- Montar en Mcllvaine pH 7'0.

3.4.4.8. ACTINOMICINA D/HOECHST (Jorgenson et al., 1978).

1.- 10-15 min en una solucion de Hoechst-33258 (0'5 pgr/ml) en Mcllvaine pH 7'0.
2.- Lavar con agua.
3.- 20 min de AD (0'2 mgr/ml) de solucion de AD (1 : 5; Mcllvaine pH 5'5 : Agua).
4.- Lavar con agua.

5.- Montar en Mcllvaine pH 7'0.

ECHST (Donlon y Magenis, 1983)

1.- 30 min en solucién de VM (0'352 mg/ml) de Mcllvaine pH 7'0.

2.- Lavar con agua.

3.- 20-30 min de solucidén de DAPI (0'33 pgr/ml) en Mcllvaine pH 7'0.

4.- Lavar con agua.

5.- Montar en solucién de montaje.

o bien:

3'.- 10-15 min en una solucion de Hoechst-33258 (0'S pgr/ml) en Mcllvaine pH 7'0.
4' - Lavar con agua.

5'.- Montar en solucion de montaje.
4 MT CONE CLEASAS D S

En este trabajo hemos utilizado las endonucleasas de restriccién Hae III, Cfo I,

Hpall, Msp 1, Apal, Alul, TaqI, Dpn I, HinfI y Eco RI.
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Preparamos las soluciones enziméticas en los correspondientes tampones de
incubacién (tabla II, pag. 28) a diferentes concentraciones que variaron desde 0'3 hasta
1'0 w/pl en funciéon de su actividad. Todas las endonucleasas fueron suministradas por
Boehringer Mannheim GmbH. Afiadimos 50 pl de solucién enzimatica a cada portaobjetos,
cubriéndolos con un cubreobjetos y realizando la incubacién durante 6 horas en cdmara
humeda a 37°C (60°C para Taq I y 30°C para Apa I). Finalmente, lavamos los portaobjetos
con agua destilada y los tefiimos con una solucion del colorante Giemsa al 4% en tampon
fosfato pH 6'88 durante 10-20 minutos.

ENDONUCLEASA DFE RESTRICCION: Hae IIT

Aislada de Haemophilus aegyptius.

Secuencia de reconocimiento : .GGYCC...
. CCAGG...

Tampén de incubacion: M

ENDONUCLEASA DE RESTRICCION: Cfo I

Aislada de Clostridium formicoaceticum

Secuencia de reconocimiento: ..GCGYC...
CAGCG...

Tampon de incubacion: L
ENDONUCLEASA DE RESTRICCION: Hpa Il

Aislada de Haemophilus parainfluenzae.

Secuencia de reconocimiento: .CVCGG...
GGCLC...
Tampdn de incubacion: L

ENDONUCLEASA DE RESTRICCION: Msp I

Aislada de Acinetobacter iwoffii
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Secuencia de reconocimiento: ..CYCGG...
GGCAC...

El enzima corta el ADN estando la citosina interna metilada o no metilada.

Tampén de incubacion: L
ENDONUCLEASA DE RESTRICCION: Apal

Aislada de Acetobacter pasteurianus

Secuencia de reconocimiento: ..GGGCCVC...
..CACCGGG...

Tampén de incubacién: A
ENDONUCLEASA DE RESTRICCION: Alu 1

Aislada de Arthrobacter luteus.

Secuencia de reconocimiento: LAGYCT...
..TCAGA...

Tampon de incubacidn: A
ENDONUCLEASA DE RESTRICCION: Taq I

Aislada de Thermus acuaticus

Secuencia de reconocimiento: .TYCGA...
AGC,T...

Tampoén de incubacién: B
ENDONUCILEASA DE RESTRICCION: Dpn I

Aislada de Diplococcus preumoniae

Secuencia de reconocimiento: ..GmAVTC...
.CTARAG...

Tampdn de incubacion: A
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ENDONUCILEASA DE RESTRICCION: Hinf I

Aislada de Haemophilus influenzae.

Secuencia de reconocimiento: ..GYANTC...

..CTNAAG...

Tampon de incubacion: H

ENDONUCLEASA DE RESTRICCION: Eco RI

Aislada de Escherichia coli BSS.

Secuencia de reconocimiento : .GYAATTC...
.CTTAALG...

Tampén de incubacion: H

TABLA I

Tampones de incubacion de las endonucleasas

A B L M H
Tris acetato 33 - — — —
Tris HCI - 10 10 10 50
Mg-acetato 10 - - -- -
MgClp 5 10 10 10
K-acetato 66 — — — -
NaCl —- 100 - 50 100
Ditioeritritol (DTE) - - 1 I 1
2-mercaptoetanol - 1 -—- - —
pHa37°C 79 80 75 7'5 75
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3.5, FOTOGRAFIADO

Fotografiamos las metafases empleando un microscopio Microphot AFX deNikon
equipado con lampara halégena y de mercurio y con objetivos de 100X plan apoacromaético
y 100X fluor. Las combinaciones de filtros que utilizamos para cada colorante seespecifican
en la tabla III:

TABLA IT1

Filtro  Espejo Dicroico Filiro Excitacion  Filtro Barrera ~ Fluorescente

UV-1A 400 365/10 400 H/DAPI
BV-1A 455 435/10 460 CA3/Q
B-2A 510 450-490 520 NA

Las peliculas utilizadas fueron Kodalith, Kodak Tri-X y Kodak Gold 400 Asa.
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4.1, NUMERO Y MORFOLOGIA DE LOS CROMOSOMAS

La dotacién diploide de M. galioprovincialis (figuras 4a, b, ¢, d), M. edulis (figura
5a) y M. trossulus (figura 5b) es semejante en las tres especies ¢ igual a 28 cromosomas,
como ya observaron otros autores. Sin embargo, y ocasionalmente, encontramos la existencia
de individuos M. galloprovincialis con metafases triploides en las poblaciones de Baiona y
Fisterra (figura 5c), aunque no observamos ningin tipo de diferenciacion morfolégica en

la concha o en el cuerpo de los mejillones.

La realizacion de los cariotipos de individuos procedentes de las diferentes
poblaciones de M. galloprovincialis estudiadas y el andlisis detallado de su morfologia
cromosoémica, permitid detectar variaciones respecto al nOmero de cromosomas
metacéntricos. Asi, mientras que para las poblaciones gallegas el 100% de los individuos
presentan 6 pares de cromosomas metacéntricos y 8 pares de cromosomas submeta-
subtelocéntricos (figura 4a, c), en las poblaciones mediterrdneas hemos encontrado que el
33'3% de los individuos en el caso de Pefiiscola, el 29'2% de los de Cullera, el 30'4% de
Almeria, el 44'4% de Nerja y el 61'0% de Marbella tenian, Gnicamente, 5 pares de
cromosomas metacéntricos, siendo el resto de los cromosomas submeta- subtelocéntricos
(figuras 4b, d).

Por ello, realizamos las medidas de longitud del brazo largo (q) y del total de cada
una de las cromatidas del cromosoma y calculamos la longitud relativa v el indice
centromérico de metafases de M. galloprovincialis procedentes de células de larvas y células
de adultos de Fisterra, asi como metafases de branquias de individuos adultos de Cullera que

presentasen 5 0 6 pares de cromosomas metacéntricos (tabla IV, figura 6).

Comprobamos que las diferencias en longitud relativa entre las diferentes
poblaciones son pequefias. Asi, Unicamente son significativas las diferencias en longitud
relativa entre el cromosoma 4 de la subpoblacion de Cullera, que tiene 6 pares de
metacéntricos, con el cromosoma 4 de metafases de larvas y adultos de Fisterra (t=2'634 y
t=2'681; p<0'05, respectivamente), y entre los cromosomas 14 de metafases de larvas y
branquias de Fisterra (t=4'266; p<0'05).
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-32-



RESULTADOS

R R
LA W #
0' S
L
Ty
; p €

a) Metafase de larvas de M. edulis (Zoutelande). b) Metafase de larvas de M. trosulus
(Dahme). ¢) Metafase triploide de mejillon adulto de M. galloprovincialis (Fisterra).

Barra S5pm.

=53 -



RESULTADOS

Metafase de M. galloprovincialis digitalizada

para efectuar la medida del brazo largo y del total del cromosoma.
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En relacion a los indices centroméricos observamos que los valores son muy

similares en las cuatro poblaciones analizadas, exceptuando el cromosoma 2 de la

subpoblacion de Cullera 5-9. Los valores de los indices centroméricos de los cromosomas

metacéntricos varian entre valores de 39'38 y 46'08, por lo que no hay problema en su

clasificacion de acuerdo a los criterios de Levan et al. (1964). Por el contrario, los

cromosomas submetacéntricos y subtelocéntricos son dificiles de diferenciar ya que los

valores de los indices centroméricos varian entre 21'52 y 29'40, encontrandose alrededor del

limite que separa ambas categorias (25'0). Por esta razdn, en muchos casos es dificil

especificar a qué tipo cromosomico pertenece un par determinado. Si se observa que los

cromosomas mas pequefios en longitud relativa (10, 12, 13 y 14) son, generalmente, mas

submetacéntricos que los grandes (tabla V)

TABLA IV

M. galloprovincialis

Larvas Fisterra Adultos Fisterra Adultos Culle. 5-9 Adultos Culle. 6-8
Cr.N° Long. Rel. Ind. Cent. Long. Rel.  Ind. Cent. Long. Rel.  Ind. Cent. Long. Rel.  Ind. Cent.
1 2.48+0.12 39.67£0.91 9.86£0.23 4259138 9.51+0.23 39.38+1.06 9.54+0.29  42.0940.15
2 8.3040.13  39.59+£1.35 8.35+0.30  41.28+1.25 8.67+0.15  22.43+1.49 8.79+0.36  40.87+0.11
3 8.03+0.16 23.38+0.98 8.17£0.27 24.76£1.62 7914012 25944202 829020 23.17x0.11
4 7.73x0.16  45.75£1.21 7.72+0.16  43.84+0.98 8174021 41.17x1.01 R.29+0.14 43.37+0.68
5 7.2610.11 44.64£1.02 7.63+0.12  44.41£1.03 7.5240.10  44.38+0.81 742017 46.08+0.98
6 7.63x0.15 21.52+0.68 7.46£021 22.67+1.39 7.48+£0.10 22.27+1.44 7.69+0.09 24.92+1.07
7 7.24+0.07  23.42+0.97 7.19+0.14  25.15£1.58 7.03:0.08 22.35%1.20 6.99+0.08 23.46+0.88
8 6.77£0.09  42.99+£0.73 7.20£0.24  42.62+1.50 7.12£0.08  44.12+1.09 6.84+0.19 43.98+1.82
9 7.08+0.06 23.13£1.67 6.70£030 28.74+1.34 6.80+£0.07  23.78+0.73 694016 25.41x1.61
10 6.68+0.10 25.63+0.56 6.61+0.13  25.08+1.12 653006 22.45x1.40 6.54+0.13  23.76x0.86
11 © 6.1020.16 40.46£1.45 641019  41.72+1.21 6.33x0.18  42.75x1.37 5.92+0.27  41.9720.65
12 6442007 254720.72 6.07+0.20 26.53%1.17 611012 2592+1.60 6.3020.12 26.54x1.64
13 5.93x0.11 26.36+1.24 5.65:0.13  24.94%1.30 5.67+0.13  23.57+1.26 541025 25.78+1.54
14 5342007 28873087 4.82+0.10  29.40£1.17 5.1420.14  25.80+1.31 5.05£0.12  25.31£1.61

Larvas Fisterra: metafases de larvas de desoves de mejillones de la poblacién de Fisterra.

Branquias Fisterra: metafases de branquias de adultos de la poblacién de Fisterra

Branquias Culle. 5-9: metafases con 5 pares de cromosomas metacéntricos de la poblacién de Cullera.

Branquias Culle 6-8: metafases con 6 pares de cromosomas metacéntricos de la poblacién de Cullera.

Cr. N°: Cromosoma niimero; Long. Rel. : Longitud relativa; Ind.Cent.: Indice centromérico
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Las metafases procedentes de células de larvas o células de branquias de individuos
adultos de M. edulis presentaron en todos los casos 6 pares de cromosomas metacéntricos y
8 pares de cromosomas submeta- subtelocéntricos (figura 5a). Las células de larvas
de M. trossulus muestran, en todos los casos, 6 pares de cromosomas metacéntricos y 6 de

submeta- subtelocéntricos, al igual que observamos en M. edulis (figura 5b).

TABLA,

M. galloprovincialis

Larvas Adultos Adultos Adultos
Cr.N° Fisterra Fisterra Culle. 5-9 Culle. 6-8
1 m m m m
2 m m st m
3 st st/sm sm/st st
4 m m m m
5 m m m m
6 st st st st/sm
7 st sm/st st st
8 m m m m
9 st sm st sm/st
10 sm sm/st st st
11 m m m m
12 sm/st sm sm/st sm/st
13 sm st/sm st sm/st
14 sm sm sm sm/st

m: Cromosoma metacéntrico (37'5<IC<50). sm: Cromosoma submetacéntrico
(25'0<IC<37T5). st: Cromosoma subtelocéntrico (12'5<IC<25'0). (Segtin Levan et al.,
1964); Larvas Fisterra: metafases de larvas de desoves de mejillones de la poblacién de
Fisterra. Branquias Fisterra: metafases de branquias de adultos de la poblacién de
Fisterra. Branquias Culle. 5-9: metafases con 5 pares de cromosomas metacéntricos de la
poblacién de Cullera. Branquias Culle. 6-8: metafases con 6 pares de eromosomas

metacéntricos de la poblacién de Cullera, Cr, N°; Cromosoma mimero.
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4.2. BANDEOS CONVE ES

42.1.B A

La aplicacién de técnicas citogenéticas para inducir bandeo cromosémico constituye
uno de los hechos mas significativos y necesarios para obtener una mayor informacién que
permita identificar sin subjetividad los pares cromosomicos del cariotipo. Estos estudios
citogenéticos en moluscos marinos estan permitiendo mejorar la calidad de las preparaciones,
clasificar mejor los cromosomas y poner a punto técnicas de bandeo indispensables para la
identificacién inequivoca de los cromosomas, para asi detectar diferencias interespecificas e

intraespecificas.

Hemos inducido un bandeo G con tripsina en metafases obtenidas a partir de larvas
de M. galloprovincialis (figura 7a), en el cual puede observarse que los teldmeros aparecen
generalmente tefiidos de oscuro y que los centrémeros estan claros y bien definidos. El
idiograma correspondiente a estas bandas G de tripsina puede observarse en la figura 7b. La
resolucion del bandeo y su reproducibilidad son escasas en metafases de cromosomas
medianamente o altamente condensados. Por ello, inicamente se visvalizan bien las bandas

en aquellas metafases poco condensadas que proceden de células de larvas.

Los resultados de otros métodos de bandeo G mostraron que, con el uso de la
solucién salina caliente 2xSSC (Sumner, 1971), de la solucién de NaCl-urea (Kato y Yosida,
1972) y de la solucidon de urea (Shiraishi y Yosida, 1972), se producian unas bandasde peor
calidad y mas dificiles de reproducir que con tripsina. En el caso de la urea, tratamientos

prolongados provocan la aparicién de cromosomas "fantasma".

422 BANDAS C

Las técnicas de bandeo C producen una tincion selectiva de la heterocromatina. Las
metafases procedentes de tejido branquial de individuos adultos de M. galioprovincialis
tefiidas con naranja de acridina reflejaron la presencia de bandas C en los telomeros de los
brazos largos de los cromosomas 6 y 7. Cuando aplicamos esta técnicaa las metafases de las

larvas de M. galloprovincialis, también tefiidas con naranja de acridina, detectamos un mayor
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nimero de bandas C (figura 8a). Estas aparecen localizadas a nivel intercalar en los
cromosomas 1, 5, 6 y 12; y a nivel telomérico en los cromosomas 3, 6, 7,9 y 13, siendo el
resto de los cromosomas del complemento banda Cnegativos. El idiograma correspondiente a
las bandas C de M. galloprovincialis se muestra en la figura 9a. Dependiendo de la intensidad
de fluorescencia, podemos clasificar estas bandas C en tres tipos diferentes (tabla VI):
a) Bandas de fluorescencia brillante: Bandas de los cromosomas 1,3, 7, 9 y banda
telomérica del 6,
b) Bandas de fluorescencia intermedia: Bandas de los cromosomas 5, 12 y banda
intercalar del cromosoma 6, y

c) Bandas de fluorescencia débil: Banda del cromosoma 13.

TABLA VI

Bandeo C en las larvas de las tres especies estudiadas

Cro. N° | M edulis M gallopro. M. trossulus
1p,t *k L *
lp:i - ** -
le e sk sk . o
1q;t * ok i} * ok
3p,t *% . *
3q.t * * ko Rk
5q,i * 7 * ok
6q.i : o :
6q’t % & %k e ok ok * kK
7q’t ek %k kK
8p,t e s 3k - *
9q,t - 3% %k -

12q’i %ok * %k ok
13q,t * * *

+xx. Bandas fuertes; «»: Bandas intermedias; x: Bandas débiles; -: Ausencia

de bandas; p banda en brazo p; q banda en brazo q; t banda telomérica;

¢ banda centromérica; i banda intercalar.
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Bandas C en metafases de larvas de: a) M. galloprovincialis, b) M. edulis, ¢) M. trossulus.
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FIGURA 9
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a) Idiograma de bandas C en M. galloprovincialis.
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b) Idiograma de bandas C en M. edulis y M. trossulus.
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Cuando aplicamos la técnica de bandeo C a metafases procedentes de branquias de
M. edulis, sucedi6 lo mismo que con branquias de M. galloprovincialis; inicamente dos pares
de cromosomas (6 y 7) presentaban banda C brillante en los telémeros de sus brazos largos al

tefiirlos con naranja de acridina.

Los resultados obtenidos en el analisis de las metafases de larvas de M. edulis
presentan diferencias con respecto a las obtenidos con larvas de M. galloprovincialis, ya que
después del tratamiento y la tincidon con naranja de acridina, Unicamente se visualizan los
cromosomas 6 y 7 con fluorescencia brillante, siendo el resto de las bandas muy tenues y
perdiéndose la fluorescencia muy rapidamente (figura 8b). Sin embargo cuando las
extensiones fueron sometidas a tincion con Giemsa se visualizan mdas bandas que después
de la tincién con naranja de acridina. Estas aparecen localizadas a nivel intercalar en los
cromosomas 5 y 12, a nivel telomérico en los cromosomas 1, 3, 6, 7, 8§ y 13, y a nivel
centromérico en el cromosoma 1. El resto de los cromosomas del complemento son banda C
negativos (figuras 9b y 13 a 19). Asi podemos clasificar las bandas C de M. edulis en tres
tipos diferentes (tabla VI):

a) Bandas intensas: Bandas centromérica del cromosoma 1, intercalares del 5y 12 y

teloméricas del 1 (brazo q), 6, 7 y 8;

b) Bandas intermedias: Bandas del cromosoma 3;

c) Bandas débiles: Bandas teloméricas de los cromosomas 1 (brazo p) y 13.

En el caso de las metafases de larvas de M. trossulus después del tratamiento y la
tincidén con naranja de acridina, visualizamos 11 regiones de bandas C en posicién similar
a las que habiamos detectado en M. edulis (figuras 8c, 9b). Asi podemos distinguir en funcién
de la intensidad de fluorescencia tres tipos de bandas (tabla VI):

a) Bandas de fluorescencia brillante: Bandas teloméricas de los cromosomas 3

(brazo q), 6 y 7 e intercalares del 5 y 12;

b) Bandas de fluorescencia intermedia: Bandas centromérica y telomérica del

cromosoma 1 (brazo q);

¢) Bandas de fluorescencia débil: Bandas teloméricas de los cromosomas 1, 3

{brazos p), 8 y 13.
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3

423 TINCION CON NITRATO DE PLATA.

Mediante la técnica de tincion con plata observamos que el nGmero de
NORs activos varia en las metafases de larvas de M. galloprovincialis entre 2 y 4. La
localizacion de estos NORs coincide con las bandas C presentes en las regiones teloméricas

de los brazos largos de los cromosomas 6 y 7 (figura 10a).

En M. edulis la localizacion de los NORs es semejante a la que observamos en
M. galloprovincialis, situandose en la regién de las bandas C de los cromosomas 6 y 7
(figura 10b). El nimero de NORs activos varia entre 2 y 4 en el caso de las metafases
obtenidas de células de larvas, y entre 1 y 4 en las metafases procedentes de branquias de

individuos adultos.

En el caso de M. frossulus existen tres regiones NOR. Dos de ellas se localizan en
los telémeros de los cromosomas 6 y 7, como sucede en M. galloprovincialis y en M. edulis
(figura 10c) y la tercera en la regién telomérica del brazo corto del cromosoma 8 (figural 0d).
En estas tres regiones NOR se localizan también bandas C. Ademas, ocasionalmente, se
visualiza otra regién NOR en el brazo corto del cromosoma 7 (figuras 10e), en la cual no
hemos detectado ninguna banda C. En ningin caso hemos visualizado en metafases de

M. trossulus mas de 4 NORs activos por metafase.

4.3. BANDEOS CON COMPUESTOS FIL, UORESCENTES

43.1.B EQ CO ACRINA

Las metafases de larvas de M. galloprovincialis tratadas con quinacrina muestran
una tincion uniforme en todos los cromosomas (figura 11a). En metafases de branquias de
M. galloprovincialis encontramos la misma respuesta que en metafases de larvas. Para
comprobar que la respuesta no dependia del pH del tampon utilizado, realizamos pruebas de
tincion a pH variables desde 4'0 hasta 12'0 con intervalos de 0'25, aunque no se aprecio
ninguna respuesta diferencial. Se obtuvieron idénticos resultados al tratar metafases de

células procedentes de larvas y de branquias de adultos de M. edulis y M. trossulus.
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Regiones organizadoras del nucleolo: a) Cromosomas de larvas de M. galloprovincialis.
b) Cromosomas de células de branquias de individuos adultos de M. edulis. ¢) Cromosomas
de larvas de M. trossulus. d) Cromosoma metacéntrico con NOR de M. trossulus.
e) Cromosoma 7 de M. trossulus presentando un NOR en el brazo corto (p). Idiograma NOR

f) M. galloprovincialis g) M. edulis h) M. trossulus.
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a) Metafase de larvas de M. galloprovincialis tefiida con quinacrina. b) Metafase de larvas de
VL trossulus después del tratamiento con AD/H. ¢) Metafase de larvas de M. galloprovincialis

tenida con DA/H
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La aplicacion del fluorocromo Hoechst-33258 y su utilizacion combinada con la
actinomicina D sobre los cromosomas metafasicos de larvas de las tres especies de mejillon,
produjeron una disminucidn de la tincién en las regiones teloméricas de los cromosomas 6 y
7. Estas regiones se corresponden con aquellas en las que habiamos detectado la presencia de
un NOR (figura 11b). Ademas en el telémero del brazo corto del cromosoma 3 de
M. galloprovincialis también detectamos una disminucion de la tincién. Porel contrario no
observamos nunca en larvas de M. trossulus la disminucién de la tincién en el telomero del
brazo p del cromosoma 8, ni en el teldémero del brazo p del 7, en los cuales habiamos
detectado la existencia de NORs.

El resto de los cromosomas del complemento de M. galloprovincialis, M. edulis y
M. trossulus presentaron una tincién uniforme. Tampoco detectamos ninguna banda
fluorescente después de tratar las metafases de larvasde las tres especies con la combinacién
de distamicina A y Hoechst (figura 11c). Sin embargo en muchos casos se observa que estas
regiones Hoechst negativas de los cromosomas 6 y 7 de larvas de M. edulis y M. trossulus

presentan una gran descondensacion.

Las metafases de M. galloprovincialis y M. edulis procedentes de branquias
de individuos adultos tratadas con AD/H o con DA/H muestran una tincién homogénea en
todos los cromosomas del complemento, sin distincién de las regiones tenues detectadas

en larvas.

4.3.3, BANDEO CON DAPI, DA/DAPI Y AD/DAPI

Los cromosomas de las tres especies de mejillon tratados con las tinciones DAPI,
DA/DAPI o AD/DAPI muestran resultados semejantes a los producidos por el Hoechst,
tiiéndose negativamente las regiones teloméricas de los cromosomas 6 y 7 y delcromosoma 3
de M. galloprovincialis. Las regiones Hoechst negativas son DAPI negativas (figura 12a).

También se observa claramente la descondensacion que, generalmente, se produce en los

.telémeros de los cromosomas 6 y 7 de M. edulis y M. trossulus.
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4,3.4. BANDEO CON CROMOMICINA A3

En las metafases de M. galloprovincialis, M. edulis y M. trossulus los cromosomas
presentaron, en todas las poblaciones estudiadas, dos regiones CA3 positivasen los telémeros
de los brazos q de los cromosomas 6 y 7. En metafases procedentes de larvas de
M. galloprovincialis, ademas de estas dos regiones anteriormente citadas, en la gran mayoria
de los casos, se visualizd una tercera region CA3 positiva en el teldmero del brazo p del

cromosoma 3 (figura 12b, d).

La tritincién con DA/DAPI/CA3 (figuras 12c, d), al permitir visualizar la misma
metafase tefiida con DAPI y tefiida con CA3, pone de manifiesto que las regiones teloméricas
de los cromosomas 6 y 7 de las tres especies de mejillon que eran DAPI negativas son CA3
positivas y ademas son coincidentes con los NOR. Sin embargo la region CA3 positiva del

cromosoma 3 de M. galloprovincialis no se corresponde con ninguna regién NOR.

En las metafases obtenidas de branquias de individuos adultos la tritincién permite
observar las regiones DAPI negativas dificiles de visualizar. Estas zonas se detectan, al
comparar cromosomas tefiidos con DAPI y con CA3, por el menor tamafio de los cromosomas
6 y 7 teiiidos con DAPL

Hay que sefialar que es posible que la riqueza en bases G+C en los telomeros de los
cromosomas 6 y 7 de M. edulis y M. frossulus debe ser menor que en M. galloprovincilis,
va que las tinciones con CA3 son mds débiles y la fluorescencia se disipa mds rdpidamente.
Ademas en M. frossulus nunca hemos observado ninguna region CA3 positiva en el telomero
del brazo p del cromosoma 8, ni en el brazo corto del cromosoma 7 en los cuales apareceun
NOR.

44 BANDEQS ENDONUCLEASAS DE CCION
El anilisis de los resultados muestra que la accion de las diferentes endonucleasas de
restriccion sobre los cromosomas de larvas de M. galloprovincialis (figuras 13 a 19, pagina

55 y siguientes) presentan un patrén de bandas caracteristico con los centrémeros y teldmeros

bien definidos. Los patrones de bandas de mayor calidad se obtienen en los casos de la
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a) Metafase de larvas de M edulis después del tratamiento con AD/DAPI. b) Metafase
de larvas de M. galloprovincialis tefiida con CA3. ¢) Metafase de larvas de M. trossulus

tefiida con DA/DAPI. d) Metafase de larvas de M. rtrossulus
Idiograma CA3 e) M. galloprovincialis ) M. edulis h) M. trossulus.

teiiida con CA3.
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digestion por las endonucleasas Cfo I, Hpa II, Msp I y Eco RI. Por el contrario, con Taq I se
produce una alteracion de la estructura cromosdmica debido, probablemente, a la alta
temperatura de incubacidén (60°C). En general, la calidad de los patrones de bandas y su
reproducibilidad fueron muy pobres cuando tratamos metafases procedentes de branquias de

individuos adultos.

Tomando como referencia los patrones de bandas C y CA3 de cada especie
estudiada se analizé la digestién cromosoémica producida por cada endonucleasa (tablas VII
a IX).

Entre las endonucleasas ensayadas que reconocen secuencias constituidas por pares
de bases G+C (Hae IIT, Cfo I, Hpa II, Msp I y Apa 1), Hae III y Cfo I son lasque producen
una mayor digestion en todos los cromosomas de! complemento de M. galloprovincialis (tabla
VII), siendo Hpa IT y Msp I las que menos digieren. Apa I, que tiene una secuencia de

reconocimiento de 6 pb, ha causado una digestién intermedia.

TABLA VII

Distribucién de las bandas C, NOR, CA3 y bandas de restriccion en M. galloprovincialis.

Posc. BC NOR CA3 Haelll Cfol Hpall Mspl Apal Alul Taql Dprl Hinfl EcoRE
1pi| ** . . . R ** T * ** * * » ok
Ipt - - hE R *kn % R ** * * T * -
Jqt| - . * . * *h *k *k . ** . *
5qi * - - * . * 21 * *Ek * * * xE
6qi| ** - - * . e - * * - - “ *
Gqt| *** Eax s * *hdk * * ke ™ * * * *
Tqt| ** wk " * * * " * T * *hE Eax *xs
9qt| ** - - s »h e » * o - - * hka
12qi| * . . * * e w* *s E * % * "
13g¢t] * - - * * - * * * . o * %

Posc.: Posicion de las regiones heterocromatinicas; p: brazo p; q: brazo g;

i, t: regiones intercalar y telomérica del cromosoma.
«x+: Bandas fuertes; «+: Bandas intermedias; +: Bandas débiles; -; Ausencia de bandas
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Hae II y Cfo I digieren totalmente la banda intercalar del cromosema 1. La region
telomérica del brazo corto del cromosoma 3 es digerida totalmente por Hae Il y Msp I,
mientras que Cfo I provoca la digestion de la regién telomérica del brazo largo del
cromosoma 3 y de la banda intercalar del cromosoma 5. Hae III, Hpa IT y Msp I digieren

parcialmente las regiones teloméricas de los cromosomas 6 y 7.

La endonucleasa Alu I digiere parcialmente la banda telomérica del cromosoma 3, la
intercalar del 6, la regién telomérica del 13, y produce digestion muy débil o ansencia de
digestion en el resto de los cromosomas. Por el contrario Taq I causa una digestién total o
parcial de todos los cromosomas banda C positivos. Dpn I digiere totalmente las bandas de los

cromosomas 6 y 9.

Hinf I y Eco RI reconocen secuencias de cinco y seis pares de bases ricas en A+T.
Asi, la regidn telomérica del brazo largo del cromosoma 3 es digerida por Hinf I, mientras que
la del brazo corto es digerida por Eco RI. Tambiénes importante sefialar la elevada digestion

que producen sobre la region telomérica del cromosoma 6.

Cuando realizamos la digestién con las diferentes endonucleasas de restriccion
sobre los cromosomas de larvas de M. edulis los telomeros y centrémeros aparecen bien
definidos, produciendo cada endonucleasa un patréon de bandas caracteristico (figuras 13 a
19).

Las regiones teloméricas del cromosoma 1 son digeridas total o parcialmente por
Hae III, Cfo I, Hpa II, Msp 1 y Apa I, siendo la region centromérica menos digerida. Las
regiones teloméricas del cromosoma 3 son digeridas por Hae III y Cfo I. La banda intercalar
del cromosoma 5 es digerida por todas las endonucleasas ensayadas, mientras que los
teloméros de los cromosomas 6 y 7 son parcialmente digeridos por Msp 1. El resto de los

cromosomas responde débilmente a la accion de las cinco endonucleasas citadas (tabla VIII).
La endonucleasa Alu I digiere débilmente las regiones correspondientes a las

bandas C, mientras que Taq I causa una digestion significativa de los cromosomas,

principalmente en el telomero del brazo largo del cromosoma 1, siendo menor en los
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teldmeros de los cromosomas 6 y 7. También Dpn I realiza una notable digestién a excepcidn
de las regiones teloméricas de los brazos largos de los cromosomas 1 y 3.

Con respecto a Hinf I hay que destacar la digestion de la banda centromérica del
cromosoma 1 y de la banda telomérica del brazo largo del cromosoma 3, ademas de una
notable digestion en el resto de los cromosomas del complemento. Porel contrario, Eco RI

produce escasa digestion.

TABLA

Distribucion de las bandas C, NOR, CA3 y bandas de restriccion en M. edulis.

Posc. | BC NOR CA3 Haelll Cfol HpaIl Mspl Apal Alul Taql Dpnl Hinfl EcoRI
Ipt * . . R * - - - - - * * -
1c | #*+ - . * *% * * ok *k * * R %%
1qt]| *== R R . . * - * ok - aw * ko
3 pt . - - - - *% * (3T * ® * * (13
3q t 1] - - * - _E * - * * AER - *
Sqi| *** . . * * * * * K * * * *
6qt T T T *k [1] * *% * *k * ok * * »*
Tqt] e ok ok k% % ok * ** e xs * ** **
Spt| ==+ . . % xn xe * * L * * * ek
12 gi| *** - - * * *% * * * * ¥ * »
13gq¢t] * . - * * * * - * - * *

Posc.: Posicion de las regiones heterocromatinicas; p: brazo p; q: brazo q;

¢, i, t: regiones centromérica, intercalar y telomérica del cromosoma.
«xx: Bandas fuertes; «: Bandas intermedias; »; Bandas débiles; -: Ausencia de bandas

La respuesta de los cromosomas metafisicos procedentes de larvas de M. trossulus
a la digestion con endonucleasas de restriccion, es similar a laproducuida en M. edulis. Los
patrones de bandas de mayor calidad son los que obtuvimos después de la accién de Alul 'y
Hinf I (figuras 13 a 19). Hae III, Cfo I y Taq I son las endonucleasas que causan una
respuesta mas notablemente acusada (tabla IX).

Con respecto a las endonucleasas que reconocen secuencias constituidas por pb

G+C y en relacién al cromosoma 1, debemos destacar la elevada digestion de las dos regiones
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teloméricas por las endonucleasas Hae III, Hpa II, Msp 1 y Apa I. El cromosoma 3 es muy
digerido por Hae Il y Cfo I. La region telomérica del cromosoma 6 muestra generalmente
una digestién més acusada que la del cromosoma 7 por las endonucleasas que reconocen

secuencias de pb G+C.

TABLA IX

Distribucion de las bandas C, NOR, CA3 y bandas de restriccién en M. trossulus

Posc. BC NOR CA3 Haelll Cicl Hpall Mspl Apal Alnl Taql Dpnl Hinfl EcoRI
1pt * . - - e - - - - - * * -
1e 'L . . % % * * * * * . k% *x
1qt ** - - - - * - % * - ¥ * *
3 pt * - - - - LT ¥ ** (3T _ *k * *
Jqt| ** - - * - *k *x * * * T - *
Sqi| we» . . * * L % *& * T * K * *
Gqt| **+ xkn L * * * * % ¥ ** *% L **
Tqt| *** E2 T * * * £k *x * T * * ¥ Kk
Spt * * . * *hk * *n *he * % k% * *x
12 qi| *** - - * * *Ex *k b * LE 1 * ¥ *Ek *
13qt * - - * ¥ - % - - - - £ TS *

Posc.: Posicién de las regiones heterocromatinicas; p: brazo p; q: brazo q;

¢, i, t: regiones centromérica, intercalar y telomérica del cromosoma.
++%. Bandas fuertes; «+: Bandas intermedias; «: Bandas débiles; -: Ausencia de bandas

Alu I produce una digestion débil de la heterocromatina, excepto en las regiones
telomeéricas de los brazos largos de los cromosomas 3 y 7 y en la regién intercalar
del cromosoma 12. Taq I produce digestion en todos los cromosomas del complemento,
mientras que Dpn I digiere totalmente la regién centromérica del cromosoma 1 y

la telomerica del 13.

La digestion cromosémica por Hinf 1 y Eco RI muestra respuestas diferentes en los
cromosomas del complemento, aunque habria que sefialar la fuerte digestion de la region
telomérica del cromosoma 3 y la escasa digestion de las regiones teloméricas de los

cromosomas 6 y 7.
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Teniendo en cuenta la presencia de banda C, NOR o banda CA3, asi como la
digestion que en dichas zonas realizan las endonucleasas de restriccién, mostramos los
diferentes tipos de heterocromatina encontrados en los genomas de las tres especies de
mejillon (tabla X).

TABLA X

Distribucién de los diferentes tipos de cromatina en los tres tipos de mejilléon

BC NOR €Al Haell Clol Hpall Mspl Apal Alel Taq Dpnl Hiafl BeoRI| Posicion
* * * * * * * * * * * * * |Teloméricas 6y 7 (e, g, t)
* R - * * * * * * * * * * |Intercalar Sy 12 (e, g. t)
Centromérica 1 (e, t)
* * - * * * * * * * * * * |Telomérica 8 (e,t)
* . R - - * &k * * * * |Telomérica brazo p 3 (e, t)
Intercalar 1 (g)
- - * - * * - * * * * * - |Telomérica brazo p 3 (g)
* - - - - * - * * - * * * |Telomérica brazo g 1 (e, £}
* - - * * * * * * - - * * |Intecalar 6 (g)
Telomérica 9 (g)
* B - * - * * * * * * - * |Telomérica brazo q 3 (t, e, g)
* - - - * - - - - - * * - |Telomérica brazop 1 (e, t)
* . - * * * * - * - - * * |Telomérica 13 (e, g, t)

e: M. edulis; g: M. galloprovincialis; t: M. trossulus;

*: presencia de banda; -: ausencia de banda.

El primer tipo de heterocromatina es el que se localiza en las regiones teloméricas
de los cromosomas 6 y 7 de las tres especies. El segundo tipo de hetefocromatina esta
formado por la que se encuentra localizada intercalarmente en los cromosomas 5y 12, y no es
digerida totalmente por ningun tipo de enzima aunque en el caso del cromosoma 5 de
M. galloprovincialis se digiere por Cfo 1. Ademas consideramos que la banda centromérica
del cromosoma 1 también debe estar constituida por el mismo tipo de heterocromatina, ya
que la diferencia con las otras se basa unicamente en la respuesta diferente a un enzima
(Hinf I en el caso de M edulis y Dpn I en el de M trossulus). El tercer tipo de
heterocromatina es la formada por la region telomérica de los cromosomas 8de M. edulis y

M. rossulus, pues aunque uno es NOR positivo y otro no, la existencia en amboscasos de una
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banda C muy similar nos induce a unir ambos tipos, ya que, ademads, existe la posibilidad de

que en M. edulis hubiese un NOR latente.

El cuarto tipo de heterocromatina lo constituye la localizada enla region telomérica
del brazo p del cromosoma 3 de M. edulis y M. trossulus, y la intercalar del cromosoma 1 de
M. galloprovincialis. El quinto tipo, se localiza en la regién telomérica del brazo p de
M. galloprovincialis; el sexto, en la regién telomérica del brazo q del cromosoma 1 de
M. edulis y M. trossulus. La banda intercalar del cromosoma 6 y la telomérica del 9 de
M. galloprovincialis constituyen el séptimo tipo de heterocromatina. La region telomérica del
brazo q del cromosoma 3 de las tres especies constituye el octavo tipo, aunque existen
pequefias diferencias en la digestion (es digerida por Taq I en M. galloprovincialis y por
Apa I en M edulis). Por dltimo, la region telomérica del brazo p del cromosoma 1 de
M. edulis y M. trossulus y la telomérica del 13 de las tres especies constituyen el noveno y

décimo tipo de heterocromatina, respectivamente.
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a) Metafase de larvas de M edulis después del tratamiento con AD/DAPI. b) Metafase
de larvas de M. galloprovincialis tefiida con CA3. ¢) Metafase de larvas de M. trossulus

tefiida con DA/DAPI. d) Metafase de larvas de M. rtrossulus
Idiograma CA3 e) M. galloprovincialis ) M. edulis h) M. trossulus.

teiiida con CA3.
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DISCUSION

5.1. NUMERO Y MORFOLOGIA DE LOS CROMOSOMAS

Como ya se ha sefialado, aunque los caracteres morfologicos facilitan la separacion,
no deben utilizarse Gnicamente para distinguir los dos tipos de mejillon en aquellas zonas
en donde ambos coexisten (Gosling, 1984; Beaumont et al., 1989; Koehn, 1991; McDonald et
al., 1991). Asi, en la figura 20 se pueden observar conchas de mejillon, comprobandose que
no existen diferencias claras, y detectandose unicamente una menor consistencia de las

conchas de los mejillones de M. trossulus, lo cual es debido al escaso oleaje del Mar Baltico.

FIGURA 20

Anverso y reverso de conchas de diferentes poblaciones:
M. galloprovincialis: a) Cullera, b) Almeria, ¢) Marbella, d) Baiona, e) Fisterre,

M. edulis: f) Zoutelande, g) Harlesiel, M. trossulus: h) Dahme.
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Por ello y por la falta de un locus diagnostico que permita laseparacion individual
de cada ejemplar de mejillon es por lo que ha surgido la controversia existente en relacion al

nimero de especies de mejillon que existen, asi como su distribucién en las costas europeas.

La dotacion diploide de los tres tipos de mejillon analizados en este trabajo es
2n=28 cromosomas, confirmando lo establecido anteriormente en M edudis (Lubet, 1959;
Ahmed y Sparks, 1970; Thiriot-Quiévreux y Ayraud, 1982; Moynihan y Mahon, 1983; Dixon
y Flavell, 1986), M. galloprovincialis (Lubet, 1959; Ieyama e Inaba, 1974; Rasotto et al.;
1981; Thiriot-Quiévreux y Ayraud, 1982; Dixon y Flavell, 1986; Pasantes et al.; 1990), y
M. trossulus (Insua Pombo, 1992).

Aunque no existen discrepancias en la bibliografia con respecto al nimero de
pares de cromosomas metacéntricos de M. edulis y M. trossulus (6 en todos los estudios), si
existen en el caso de M. galloprovincialis. Asi, Thiriot-Quiévreux (1984) encontré que los
mejillones de una poblacion de Villafranche-sur-mer del Mar Mediterréneo presentaban
5 pares de cromosomas metacéntricos y 9 pares de cromosomas submeta- subtelocéntricos,
pero esta constitucién no se confirmoé en posteriores estudios por otros autores, ya que Dixon
y Flavell (1986) analizando una poblacion de Venecia, y Pasantes et al. (1990) una de Galicia,
encontraron que el cariotipo estaba formado por 6 pares de cromosomas metacéntricosy
8 pares de cromosomas submeta- subtelocéntricos. Ademas, en los tres casos, los indices
centroméricos de los cromosomas estdn lo suficientemente distantes de 37'5 (valor de
separacién de cromosomas metacéntricos y submetacéntricos segin los criterios de Levan et
al., 1964) como para diferenciar inequivocamente los cromosomas metacéntricos de los

submetacéntricos.

En los muestreos realizados en este estudio hemos detectado que en las poblaciones
de mejillén del litoral mediterraneo existen diferentes tipos de individuos, unos con metafases
con 5 pares de cromosomas metacéntricos y otros con metafases con 6 pares. Por ello habria
que reconsiderar la afirmacion de Dixon y Flavell (1986) de que la causa de observar solo 5
pares de cromosomas metacéntricos sea debida a la baja calidad de las preparaciones de
Thiriot-Quiévreux y Ayraud (1982). Ademis, hay que sefialar que los mejillones de las dos
poblaciones utilizadas por Dixon y Flavell (1986) son, segin cr_iteriéé/electroforéticos,

poblaciones mixtas entre M. galloprovincialis y M. edulis (Skibinski y Roderick, 1991). Por
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otra parte, Ieyama (1983) encontré en una poblacion de Seto (Japén) que el nimero de
cromosomas metacéntricos es de 5 pares y, aunque en un principio denominé estos mejillones
como M. edulis, trabajos posteriores los han determinado como M. galloprovincialis
(McDonald et al., 1991). En las dos poblaciones de M. galloprovincialis estudiadas en Galicia
solo detectamos metafases con 6 pares de cromosomas metacéntricos y 8 de submeta-

subtelocéntricos, al igual que observaron Pasantes et al. (1990).

En relacién a las longitudes e indices centroméricos de los cromosomas de las
metafases de M. galloprovincialis que medimos (tabla IV), comprobamos que existen
diferencias en la condensacion de los brazos cromosémicos, las cuales producen variaciones
en la longitud relativa y en el indice centromérico de las diferentes poblaciones. Estas
diferencias, después de realizar una comparaciéon de medias mediante una t-student, son
significativas solamente en el caso del cromosoma 4 de la poblacién de Cullera con los de
larvas y adultos de las poblaciones de Galicia, y en el del cromosoma 14 entre las dos
poblaciones gallegas. Por otra parte, los cromosomas submetacéntricos y subtelocéntricos
tienen sus indices centroméricos muy proximos a 25, limite de separacion de clase segin los
criterios de Levan et al. (1964), y, por ello, existe esa gran variacion en el numero de
cromosomas submeta- y subtelocéntricos que encuentran los diversos autores. Todo esto nos
permite indicar que las simples diferencias en longitud relativa de algunos cromosomas o las
variaciones en el nimero de cromosomas submetacéntricos o subtelocéntricos que se
detectan en los cariotipos de mejillon no son suficientes para distinguir una especie de otra, ya

que también existen grandes variaciones intraespecificas.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, debemos destacar que las metafases
procedentes de larvas de cualquiera de las poblaciones tienen, generalmente, un grado de
condensacion menor que las metafases obtenidas de células de branquias, y que el indice
mitético que se obtiene a partir de células de larvas es superior al que se obtiene de células de
branquias. Por otra parte, la dotacién cromosomica de M. edulis y M. trossulus es siempre de
6 pares de cromosomas metacéntricos y 8 pares de submeta-subtelocéntricos; mientras que en
el caso de M. galloprovincialis la dotacion puede variar entre 5 pares de metacéntricos y 9

de submeta-subtelocéntricos, 6 6 pares de metacéntricos vy 8 pares de submeta-

subtelocéntricos.
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5.2. ORGANIZACION DEL GENOMA

Cuando intentamos inducir bandas G en metafases procedentes de células de
branquias, la calidad y reproducibilidad disminuia, como ya habian indicado Méndez et al.
(1990). Esta diferente respuesta entre metafases obtenidas de células de larvas y de células de
branquias puede estar influida por I) el diferente estado de condensacién cromosdémica, II} la
temperatura (43°C) a la cual se realizan la extensiones de células de branquias, que puede
afectar a la estructura del cromosoma y/o III) la diferente forma de fijacion de los
cromosomas, ya que una se realiza en todo el tejido y la otra directamente sobre los nicleos.
En relaciéon al primer apartado, ya se ha indicado que en cromosomas metafisicos
condensados es muy dificil visualizar cualquier tipo de banda (Sumner, 1976; Gonzalez-Tizon
et al., 1993b). En relacion al segundo, la extension a 43°C puede desnaturalizar algo al ADN
o a algunas proteinas cromosomicas de forma que su estructura quede afectada. Y en relacién
al tercero, la fijacién produce una pequeifia desnaturalizacion del ADN de los cromosomas
(Mace et al.,, 1972; Sumner et al., 1973; Kurnit, 1974; Mezzanotte et al., 1989) y una
extraccién de histonas que varia del 7 al 90% (Sumner, 1990), y aunque parece ser necesario
cierto grado de desnaturalizacion para que se produzcan bandeos (Hancock y Sumner, 1982,
Sumner, 1982), la dilaceracidén del tejido entero puede desnaturalizar en exceso al ADN,
dificultando, asi la obtencion de bandas en individuos aduitos. Porotra parte hay que sefialar
que en vertebrados heterotermos e invertebrados existe una gran dificultad en obtener
patrones de bandas a lo largo de los brazos cromosdmicos, a excepcién de en algunos insectos
y en anguila (Wiberg, 1983; Medrano et al., 1988). Segiin muchos autores esto se deberia a la
ausencia de diferenciacion en cuanto a porcentajes de bases y/o estructura de los
compartimentos cromosémicos responsables de las bandas G y R en vertebrados superiores
(Medrano et al., 1988, Schmid y Almeida, 1988; Holmquist, 1989). La baja

compartimentalizacién podria ser la causa de esta dificultad en la obtencion de bandas.

Nuestros resultados, con respecto a la induccién de un patrén de bandas G, se
muestran en el idiograma de la figura 7b, y presentan algunas diferenciascon los que Méndez
et al. (1990) habian obtenido después del tratamiento de las metafases con la solucién salina
2xSSC. Asi, en este trabajo, observamos que la mayoria de los centrémeros aparecen
bandeados, mientras que dichos autores no detectaron bandas a nivel centromérico. Ademas,

encontramos que la zona intercalar del cromosoma 7 tiene una gran banda clara y que la
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region centromérica del cromosoma 11 muestra una banda oscura, mientras que, por el
contrario, no vemos ninguna banda intercalar en el brazo p del cromosoma 8 ni otra intercalar

proxima al centrémero en el brazo p del cromosoma 1.

En relacion con el idiograma de bandas G en estado pro-metafisico que se muestra
en el trabajo de Moore et al. {1986), nuestros resultados muestran claras diferencias. En una
comunicacion personal dichos autores indicaron que lainduccion se realizé con tripsina, pero
en posteriores trabajos no ha aparecido ningin tipo de fotografia presentando bandas G.
Unicamente en un trabajo de Dixon et al. (1986) se muestra una fotografia con "bandas G"
inducidas por tampodn borato, aunque sélo se visualiza una zona terminal de un cromosoma
con tincidn tenue, careciendo el resto de los cromosomas del complemento de diferenciacion

longitudinal.

Nuestros resultados indican que la respuesta del genoma de M. galloprovincialis a la
induccién de bandas G mediante el tratamiento con el enzima proteolitico tripsina, no
puede estandarizarse a otras especies de moluscos bivalvos, pero nos ha permitido clasificar e

identificar los pares cromosdmicos de esta especie.

La tincion de las bandas C lleva implicito, generalmente, el empleo del colorante
Giemsa. Este método permite el reconocimiento de zonas teiiidas de azul oscuro que,
clasicamente, se identificaron como heterocromatina, las cuales contrastan con el azul palido
de la eucromatina (Sumner, 1972; Comings et al., 1973; Marks, 1975; Webb, 1976). Sin
embargo y debido a que con la técnica normal de bandas C se extrae el 60% del ADN
cromosomico principalmente de las regiones eucromatinicas (Comings et al., 1973; Pathak y
Arrighi, 1973; Holmquist, 1989; Burkholder y Duczek, 1982), es dificil tefiir bien los
cromosomas con la tincion Giemsa convencional, y en ciertos casos puede no distinguirse
alguna banda (Lozano et al., 1990). Por ello, a veces, se tifien los cromosomas por compuestos
fluorescentes. Asi, Bella et al. (1986) muestran que ciertas regiones de banda C en insectos
solo se visualizan tifiendo las metafases con naranja de acridina y no con Giemsa, y Sato
(1988) mostrd, en plantas, que el NOR asociado a segmentos de heterocromatina puede
diferenciarse de otras regiones heterocromatinicas. Sin embargo, cuando tefiimos metafases

procedentes de células de larvas de M. edulis s6lo visnalizamos, como bandas C positivas, las
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regiones teloméricas de los cromosomas 6 y 7. Por el contrario, con el empleo del colorante

Giemsa pudimos visualizar un mayor niimero de regiones C-heterocromatinicas.

La heterocromatina constitutiva, que generalmente se visualiza mediante técnicas
de bandeo C, es un componente del genoma de los eucariotas que presenta una gran variacion
en cuanto a contenido y distribucion entre y dentro de las especies (John, 1988). La cantidad
de heterocromatina constitutiva en estos organismos es escasa en comparacién con otros
invertebrados y vertebrados; no aparece localizada a nivel centromérico, sino que se limita a
las regiones teloméricas y/o a lo largo de los brazos cromosémicos (heterocromatina
intercalar), y, ademas, no estd presente en todos los cromosomas del complemento. Cuando
las bandas C se inducen en metafases procedentes de branquia de individuos aduitos ya sean
de M. galloprovincialis o M. edulis tnicamente se visualizan las bandas C de los telémeros de

los cromosomas 6 y 7.

Las causas de la diferente respuesta de los cromosomas de branquias y larvas al
tratamiento de bandas C, son debidas seguramente a las razones expuestas anteriormente para
las bandas G. Esto nos indicaria que las regiones teloméricas de los cromosomas 6 y 7deben
estar altamente protegidas y/o empaquetadas ya que en todos los casos de las tres especies,
son las unicas regiones de banda C que se visualizan en metafases procedentes de branquias,
no quedando desnaturalizadas después del tratamiento de extension. Sin embargo, podria
suceder, al igual que en ciertos organismos, que la heterocromatina presente en la linea
germinal disminuyese con relacion a la observada en tejidos somaticos pormecanismos en los
que se incluyen reduplicacién o eliminacion del ADN heterocromatinico (John, 1988;
Pimpinelli y Goday, 1989; Sprandling et al., 1992). Ademas, hay que sefialar que M. edulis y
M. trossulus o deben tener su ADN y/o proteinas mas expuesto a la desnaturalizacion y/o sus
regiones heterocromatinicas podrian ser menos ricas en pares de base A+T, habida cuenta
de la dificultad de tincidn de los cromosomas de larvas con naranjade acridina que, incluso en
el caso de M. edulis, imposibilita el fotografiado debido a la escasa intensidad de la

fluorescencia detectada después del empleo del colorante.
Los resultados obtenidos después de la induccion de bandeo C en M edulis

coinciden, en ciertos aspectos, con los que Dixon et al. (1986) habian obtenido, aunque ellos

encuentran cuatro zonas heterocromatinicas. El cromosoma metacéntrico largo de las
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metafases de M. edulis de Dixon et al. coincidiria con el cromosoma 1 de las metafases que
nosotros obtuvimos; los cromosomas submeta- subtelocéntricos medianos serian el 6 y 7 y el

submeta- subtelocéntrico pequefio se corresponderia con el 13.

Insua Pombo (1992) encuentra bandas C en los telémeros de dos cromosomas
submeta- subtelocéntricos medianos en las tres especies de mejilloén, que se corresponderian
con los cromosomas 6 y 7 de nuestras metafases. Ademas, también visualiza en M. trossulus
otra banda C localizada en un cromosoma metacéntrico mediano que corresponderia al

cromosoma 8 que nosotros observamos.

Cuando comparamos las bandas C de M. galloprovincialis, M. trossulus y
M. edulis observamos que los cromosomas 5, 7, 12 y 13 son semejantes; siendo los
cromosomas 1, 3, 6, 8 y 9 los que diferencian a M galloprovincialis de M. edulis y
M. trossulus. El cromosoma 1 de M. galloprovincialis es muy diferente del que se observa en
M. edulis y M. trossulus ya que Gnicamente posee una banda C intercalar, mientras que en las
otras dos especies presenta dos bandas C teloméricas y otra centromérica, lo que implica
algin tipo de reordenacién del cromosoma | de M. galloprovincialis en su evolucién desde
M. edulis. Los cromosomas 3 y 8 de M. edulis y M. trossulus tienen bandas C en los
telémeros de sus brazos p, que no se observan en M. galloprovincialis en el cual, sin
embargo, se visualiza una banda C en la regién telomérica del brazo q del cromosoma 9, y

otra intercalar en el cromosoma 6.

Para que se produzca tincion con plata debe existir: a) una correlacién entre la
tincién y la actividad transcripcional en la interfase precedente, o b) una correlacién entre
descondensacion y tincién, o ¢) ambas, ya que ¢l estado descondensado es necesario pero no
suficiente pues se necesita que exista actividad transcripcional en la interfase anterior para

que la tincidn con plata sea positiva (Jiménez et al., 1988).

Los NOR se sitdan en los tres tipos de mejillon en las regiones teloméricasde los
cromosomas 6 y 7, coincidiendo con las bandas C que esos cromosomas presentan en dichas
regiones. Esta asociacién entre NOR y banda C, puede estar relacionada con el
funcionamiento de los cistrones ribosomales y puede constituir un mecanismo de inactivacion

del exceso de genes ribosomales (Flavell et al., 1983). También puede ser que algunas
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secuencias heterocromatinicas constituyan espaciadores que flanqueen los NORs, jugando un
papel importante en el origen de duplicaciones en tindem (Sola et al., 1988). EI NORque
aparece en el cromosoma 8 de M. trossulus nos puede servir para diferenciar esta especie de
las otras dos, sin embargo, aunque existen otras diferencias con el genoma de
M. galloprovincialis la Uinica que existe entre M. edulis y M. trossulus se basa en la
aparicion de ese NOR en el genoma de M. trossulus. El resto de las regiones
heterocromatinicas son iguales e incluso en ambas especies se localiza una regién de banda C
en dicho cromosoma. Esto nos lleva a suponer que quizas visualizando un mayor nimero de

metafases podriamos detectar una regién NOR en el cromosoma 8 de M. edulis.

Las regiones de los cromosomas 6 y 7 en las que se localizan los NOR aparecen, en
metafases de larvas de M. edulis y M. trossulus, frecuentemente descondensadas (figuras 16
y 17), lo cual podria estar implicado en una elevada actividad transcripcional. Dixon et al.
(1986) habian localizado los NORs de M. edulis en 4 cromosomas: en un metacéntrico
grande, en 2 submeta- subtelocéntricos medianos y en un submetacéntrico pequeiio, aunque
en la composicién fotografica que realizan no se distingue claramente la posicién de los
centromeros. Los NORs que observan en los cromosomas medianos podrian corresponder
con los que nosotros visualizamos en los cromosomas 6 y 7. El NOR del cromosoma
metacéntrico podria ser, de acuerdo con la suposicion del parrafo anterior, el mismo que
nosotros detectamos en el cromosoma 8 (aunque existe una clara diferencia de tamafio). En
cuanto a la existencia de una regién NOR en el cromosoma 14, sélo la visvalizan en una
metafase de 51, por lo que, quizés, deberia suponerse que sea ¢l cromosoma 7 y que haya
sufrido una condensacién desigual. Por ¢l contrario los resultados de los NOR en M. edulis
coinciden con los de Cornet (1993), ya que nicamente dos pares submeta- subtelocéntricos

presentan NOR en sus telomeros.

En relacion a los resultados obtenidos por Insua Pombo (1992), son totalmente
coincidentes en las tres especies, dos regiones NOR en cromosomas submeta-
subtelocéntricos medianos de M. galloprovincialis, M. edulis 'y M. trossulus, y otro en un
cromosoma metacéntrico mediano de M. trossufus. Sin embargo no hace ninguna mencion a
la existencia en ciertos casos de un NOR ¢n el brazo p del cromosoma 7 de M. trossulus
(figura 10e).
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Por lo tanto, nuestros resultados indican que, en las tres especies, las regiones de
heterocromatina constitutiva de los cromosomas 6, 7 y 8 son coincidentes con las regiones

NOR, pudiendo estar dichas regiones solapadas o adyacentes.

Los cromosomas de mejillén no mostraron diferenciacion longitudinal después de
la tincidén con quinacrina (figura 11a), tal y como sucede en las regiones centroméricas de
raton (Rowley y Bodmer, 1971), en la mayoria de los vertebrados heterotermos e
invertebrados (Schmid, 1978; Schmid y Guttenbach, 1988; Sumner, 1990), y en plantas (Vosa
y Marchi, 1972a, b; Sumner, 1990). La falta de diferenciacion longitudinal de los cromosomas
con quinacrina se podria pensar que sea debida a la existencia de guaninas en las regiones

ricas en A+T, como sucede en raton.

Tampoco observamos ninguna diferenciacién longitudinal después de los
tratamientos con Hoechst o con DAPI. Unicamente detectamos en la zona terminal de los
cromosomas 6 y 7, en la que se localizan los NORs y las regiones CA3 positivas, una tincién
negativa con el Hoechst y ¢l DAPI. Cuwando la tincion se realiza combinada con la
actinomicina D se produce un mejor contraste (figuras 11b y 12a). Esta regién terminal muy
descondensada de cromosomas metafasicos de M. edulis y M. trossulus que se observa mejor
cuando se tifien los cromosomas con Hoechst ¢ DAPI, ya habia sido visualizada por Dixon y
Flavell (1986) en metafases de M. edulis, y puede que esta descondensacion facilite la
actividad transcripcional de los genes que sintetizan el ARNr. En metafases obtenidas de
células de branquias de cualquiera de las poblaciones es mas dificil visualizar la regitn
terminal de tincion negativa, siendo necesario la comparacion de la misma metafase teiiida
con CA3 y DAPI.

La respuesta de los cromosomas de mejillén a la tincién con estos fluorocromos
puede ser la causa de la ausencia de regiones de ADN ricas en secuencias de pares de bases
A+T. Ademas, la dificultad de obtener un patrén de bandas G nos permite suponer que el

genoma de estas especies debe poseer un pequefio grado de compartimentalizacion.
El fluorocromo CA3 produce una respuesta positiva en las regiones NOR de los

cromosomas 6 v 7 de M. galloprovincialis, M. edulis y M. trossulus. Esta coincidencia de

regiones CA3+ y NOR+ ya se observé en un gran nimero de invertebrados, vertebrados y

-71-



DISCUSION

plantas (Schweizer, 1976, 1980; Schmid, 1980; Deumling y Greilhuber, 1982; Schwarzacher
y Schweizer, 1982; Rocchi et al.,, 1984; Fox y Santos, 1985; Cau et al., 1988). Sin embargo,
no detectamos como regidn CA3 positiva el NOR del cromosoma 8 de M. trossulus, quizis
debido al bajo nimero de repeticiones del rDNA, ya que ademas el tamafio de esta region
NOR es inferior al de las otras dos. Podriamos suponer que existe un NOR latente en el
cromosoma 8§ de M. edulis en base a los resultados descritos por Dixon et al. (1986) ya la
semejanza entre las regiones de bandas C, CA3 y respuesta a la accién de endonucleasas de

restriccion.

Por otra parte, con la CA3 hemos observado, en el brazo p del cromosoma 3 de
M. galloprovincialis, una banda heterocromatinica que no habiamos conseguido visualizar
después del bandeo C, al igual que han encontrado otros autores en diferentes especies (John
y King, 1977, Camacho et al, 1984). La existencia de una regién rica en G+C en el
cromosoma 3 sin que exista un NOR activo, puede deberse a que este fuese latente. La
riqueza en pares de bases G+C en M. edulis y M. trossulus debe ser menor que en
M. galloprovincialis, ya que la visualizacion de las regiones CA3 positivas es mas dificultosa
al perder la fluorescencia mis réapidamente, lo cual también puede estar relacionado con

el menor grado de condensacion cromatinica en esta regidn.

Por lo tanto las regiones de los cromosomas 6 y 7 banda C+, NOR+ de las tres
especies de mejillén son ricas en G+C, contrariamente alo afirmado por Dixon y McFadzen
(1987) de que las regiones banda C+ NOR+ de M. edulis son ricas en A+T.

Las endonucleasas de restriccion se utilizadan como seifialaron, Miller et al.
(1983), para inducir bandeos en especies en las que sea dificil obtener bandas G. Asi, la
digestion  in siru de cromosomas fijados por endonucleasas de restriccién, produjo patrones
de bandas especificos en cada una de las especies estudiadas como ya habian encontrado otros
autores en otras especies (Mezzanotte et al., 1983; Miller et al., 1983; Bianchi et al., 1985;
Stefano et al., 1986; Ferrucci et al., 1987). Ademéas, hemos encontrado una gran
heterogeneidad subyacente a la heterocromatina constitutiva visualizada con el bandeo C,
permitiéndonos detectar diferentes tipos de heterocromatina dentro del genoma del género
Mytilus (tabla X).
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La deteccion de estos tipos de heterocromatina es mas significativa en los casos de
las digestiones por endonucleasas que reconocen secuencias ricas en pb G+C (Hae III, Cfo I,
Hpa II, Msp I y Apa I). Asi, las regiones teloméricas de los cromosomas 6 y 7 de las tres
especies de mejillon estudiadas en este trabajo, parecen estar protegidas de la actividad de
dichas endonucleasas ya que aparecen ligeramente digeridas. Lo mismo sucede con las
bandas intercalares de los cromosomas 5 y 12, de las tres especies, y con la banda telomérica
del cromosoma 8 de M. edulis y de M. trossufus. La actividad de estas endonucleasas es mas
acusada en el caso de la banda telomérica del brazo q del cromosoma | de M. edulis y de
M. trossulus, y en el de la intercalar del cromosoma 1 y la telomérica del brazo p del
cromosoma 3 de M. galloprovincialis. La heterocromatina mas fuertemente digeridapor estas
endonucleasas es la que localizamos en la banda telomérica del brazo p del cromosoma 1 de
M. edulis y de M. trossulus.

Las diferencias observadas en la digestién cromosémica por los isosquizdmeros
Hpa II y Msp I pueden ser indicativas del grado de metilacién de una especie. Asi, podriamos
sugerir que en M. galloprovincialis el grado de metilacion es, en general, moderado, siendo
elevada la metilacion en las regiones teloméricas del brazo corto delcromosoma 3 y brazo

largo del cromosoma 9 y escasa en las dos regiones NOR de los cromosomas 6 y 7.

El grado de metilacion de los cromosomas de las larvas de M. edulis parece superior
al que habiamos observado para M. galloprovincialis, ya que las diferentes respuestas del
genoma de estos organismos a la digestién por Hpa Il y Msp I son mayores. Asi, exceptuando
los cromosomas 1, 5 y 13, el ADN de M. edulis parece estar mas metilado, y por lo tanto,
también sus regiones NOR.

El grado de metilacion en M. trossulus es menor que en M. edulis pero superior al
de M. galloprovincialis. Los resultados parecen indicar que el NOR del cromosoma 7 esta

ligeramente metilado, y por el contrario los NORs de los cromosomas 6 y 8 no lo estan.

Segin esto y en relacién a que los NORs activos no estin metilados mientras que
los inactivos estan hipermetilados (Miller et al., 1978; Lau et al., 1979; Tantravahi,
1981, Bernstein et al., 1981; Velazquez et al.,, 1991), nuestros resultados sugieren que en

el genoma del género Mytilus el grado de actividad de los NORs del cromosoma 6 parece
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ser superior al del cromosoma 7, y que el grado de actividad de los NORs de larvas de
M galloprovincialis son superiores a los de M. frossulus y estos a su vez a los de
M. edulis, lo cual coincide con los resultados obtenidos por Insua Pombo (1992) de que la

actividad del NOR del cromosoma 6 es superior a la del 7.

Aunque sigue debatiéndose el significado evolutivo de las variaciones que sufren la
heterocromatina y el ADN asociado a ella, se cree que estas puedan ser la causa por la cual
se produzcan la mayoria de los cambios en el tamafio y estructura de los cromosomas durante
la divergencia de las especies (Flavell, 1982). Actualmente se han propuesto dos modelos
para explicar la localizacion y formacion de regiones heterocromatinicas. Schweizer y Loidl
(1986) sugieren que los teldmeros son los lugares de iniciacion de las bandas C, a partir de los
cuales hay una transferencia de heterocromatina hacia las regiones intersticiales de otros
cromosomas no homdlogos. Este proceso tendria lugar durante la mitosis y/o meiosis. El
segundo modelo, propuesto por Macgregor y Sessions (1986), supone que las bandas C se
dispersarian desde las zonas heterocrométicas de iniciacion, situadas en los centromeros,
hacia la region pericéntrica, y desde ella hacia los telomeros, por lo que los cariotipos con

mayor cantidad de heterocromatina telomérica tendrian un status filogenético mas antiguo.

Con respecto a estas teorias, nuestros resultados confirmarian los datos
paleontoldégicos que indican que M edulis es una especie mas primitiva que
M. galloprovincialis, ya que M. edulis posee mas cantidad de heterocromatina telomérica.
Ademas, M. galloprovincialis presenta mayor cantidad de heterocromatina localizada a nivel
intercalar. De esta forma, segin el modelo de Schweizer y Loidl, podria sugerirse que la
banda intercalar del cromosoma | de M. galloprovincialis procediese del brazo p del
cromosoma 3 de M. edulis, al ser ambos tipos de heterocromatina muy similares. La region
telomérica del brazo p del cromosoma 3 de M. galloprovincialis, que es CA3+, banda C-,
NOR-, podria proceder de las regiones teloméricas de los cromosomas 6 6 7 de M. edulis, ya

que constituyen las Unicas regiones en esta especie que son CA3 positivas,
Por todo ello, observamos que las diferencias entre los genomas de M. edulis y

M. galloprovincialis son mayores que las existentes entre los de M. edulis y M. trossulus, y

no son debidas Unicamente a una inversion pericéntrica del cromosoma 2 como habian
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sugerido Thiriot-Quiévreux y Ayraud (1982), localizdndose, preferentemente, en los
cromosomas 1, 3, 6, 8 v 9 (tabla X).

Entre las especies M. edulis y M. trossulus casi no existen diferencias cariolégicas.
Las tnicas que encontramos se basan en la deteccion de una regién NOR en el cromosoma 8
y en algunos casos en €l brazo p del cromosoma 7, que nunca hemos detectado en M. edulis.
Aunque, podria ser que el NOR del cromosoma 8 de M. edulis fuese de tipo estricto, como
encontraron Santos et al. (1990) en el ortdptero Pycnogaster cucullata. Ademas, ambas
especies de mejillon presentan banda C en dicha posicion y ésta en ambos casos es CA3
negativa. Por otra parte la aparicion del NOR en el cromosoma 7 de M. trossulus, que es
banda C y CA3 negativas, es muy ocasional. Seria interesante realizar un estudio con
diferentes poblaciones de M. galloprovincialis, M. edulis y M. trossulus mediante estudios de
hibridacién in situ para comprobar la distribucién de los genes ARN ribosémicos en el

genoma de estos moluscos.

Hay que seiialar que nosotros no observamos que las bandas C positivas se
correspondan con las G negativas tal y como indicaron Dixon y Flavell {1986), ya que
podemos observar (figuras 7 y 8) como las bandas G positivas coinciden en
M. galioprovincialis con las bandas C positivas, como sucede, generalmente, en mamiferos.
Ademas, en los casos de las bandas teloméricas de los cromosomas 6 y 7, estas bandas G
oscuras son ricas en G+C (figuras 6a, 11b), lo cual estaria en contraposicion con lo quesucede
en mamiferos de que las regiones ricas en A+T corresponden a bandas G. Pero no se
contradeciria con que la mayoria de los genes que han sido mapeados con suficiente precision
se localizan en las regiones ricas en G+C (Rodinov, 1985; Bickmore y Sumner, 1989;
Mouchiroud et al., 1991), apareciendo especialmente concentrados en una subclase de las
bandas R (ricas en GC) que son las bandas T (Holmquist, 1992; Saccone et al., 1992).
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1.- Confirmamos que la dotacién diploide de las tres especies de Mytilus estudiadas
en este trabajo, esta constituida por 14 pares cromosémicos. En M. edulis y M. trossulus 6 de
estos pares son siempre metacéntricos, pero en M. galloprovincialis existe una variacion en el
numero de pares de cromosomas metacéntricos, que puede ser de 56 6. Los restantes pares

cromosomicos son submetacéntricos/subtelocéntricos.

2.- La respuesta del genoma de M galloprovincialis a la induccion de bandas G
mediante el tratamiento con el enzima proteolitico tripsina, nos permite identificar los
pares cromosomicos de esta especie y confirma la existencia de un cierto grado de

compartimentalizacién del genoma.

3.- En las tres especies estudiadas los pares cromosomicos nimeros 5, 7, 12 y 13
aparecen siempre con bandas C, existiendo diferencias entre M. galloprovincialisy M. edulis
en la situacién de las bandas C de los cromosomas 1, 3, 6, 8 y 9. Por lo que respecta a las
especies M. edulis y M. trossulus no existe ninguna diferencia en cuanto a cantidad y

localizacion de las regiones de bandas C.

4.~ Las regiones organizadoras del nucleolo (NOR) se sittian, en los tres tipos de
mejillén, en las regiones teloméricas de los cromosomas 6 y 7, las cuales también son
regiones ricas en pares de base G+C (regiones CA3+); siendo ademas el NOR del cromosoma
6 més activo que el del cromosoma 7. En M. frossulus existe otra region organizadora del
nucleolo en el cromosoma 8, y en M. galloprovincialis otra region rica en G+C en el

cromosoma 3.

5.- El tratamiento de los cromosomas del G. Mytilus con los fluorocromos
quinacrina, Hoechst y DAPI, no mostraron ninguna respuesta diferencial. Esto podria ser
indicativo del grado de dispersion de las secuencias ricasen pares de base A+T a lo largo del
genoma de estas especies. En M. edulis y M. trossulus se observa, en un gran nimero de
metafases, que las regiones teloméricas de los cromosomas 6 y 7 presentan un elevado grado

de descondensacion.

6.- La digestion in situ con diferentes endonucleasas de restriccion nos ha

permitido encontrar una gran heterogeneidad molecular subyacente a la heterocromatina
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constitutiva detectando diferentes tiposde heterocromatina dentro del genoma del G. Mytilus.
En este género, [a heterocromatina telomérica de los cromosomas 6 y 7 se muestra
altamente protegida a la digestién por las endonucleasas cuya secuencia de reconocimiento
esta constituida por pares de base G+C. Las ligeras diferencias encontradas en la respuesta de
los cromosomas a la acciéon de los isosquizémeros Hpa II y Msp I, podria indicarnos
la existencia de un cierto grado de metilacion en el genoma del estos organismos, que en

el caso de M. edulis es superior al de M. galloprovincialis.
7.- La existencia de mayor cantidad de heterocromatina telomérica en M. edulis y

la mayor cantidad de heterocromatina intercalar en M. galloprovincialis, podria confirmar

el status filogenético mas antiguo de M. edulis.
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