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RESUMEN: Spondylus limbatuss una especie bajo proteccién especial en México, de la que existe poca informacion bioldgica y
nada sobre estudios histoldgicos o de ultraestructura del ovario. El objetivo de esta investigacion fue caracterizagita nitcafedtructural
de los gametos femeninos maduros y en degeneracion. La gonada feme8ingndmtusen estado de madurez presentd ovocitos
postvitelogénicos de 60-70n de diametro, que presentan el aspecto caracteristico de n@tdhdlicamente activas y altamente sintetizadoras.
La membrana citoplasmatica posee especializaciones destinadas a aumentar la superficie de absorcion de la célula,Osisladiesoedll
citoplasma presenta numerosos sistemas membranosos relacionados con la sintesis de material de reserva y secrecibepyelrpaacian
nuclear altamente lobulado, y por consiguiente con una gran superficie que asegura el intercambio nucleo-citoplasmaa steifmonao
estructural al proceso de vitelogénesis. Finalmente, se deslasheambios ultraestructurales resultantes de la lisis de los ovocitos: colapso de
las membranas nuclear y citopldsmica, y presencia de células hemociticas macrofagas.

PALABRAS CLAVE: Reproduccion; Génada; Microscopia electronica;Vitelo.

INTRODUCCION

Las descripciones ultraestructurales del ovario, dde acuerdo a los términos de la ley NOM-059 (Secretaria de
proceso d@vogénesis y de la degeneracion ovocitaria éMedio Ambiente y Recursos Naturales, 2010), hasta el mo-
bivalvos han aumentado, evidentemente, a partir de fimaento no existe ningin estudio histoldgico o citolégico de
les de la década de los 80’s, enfocandose casi exclusikkegbnada femenina de esta especie ni de ningun otro miem-
mente en especies que tienen interés para bio de la familia Spondylidae.
comercializacion y consumMytilus edulis(Pipe, 1987),

Pinna nobilis(de Gaulejacet al, 1995),Crassostrea Los estudios de ultraestructura ovocitaria en bivalvos
virginica (Eckelbarger & Davis, 1996 yclina sinensis generan conocimientos fundamentales acerca de los gametos,
(Chunget al, 2007),Spisula sachalinens{€hunget al, incluyendo morfologia y tamafio. Asimismo, se abordan ba-
2008a),Sinonovacula constrictéChunget al, 2008b) y sicamente las variaciones que ocurren en cada especie, en
Chamelea gallingErkan, 2009). particular la funcion de las células foliculares en la madura-
cibn gametogénica y los cambios que ocurren durante la de-

Sin embargo, a pesar de dsondylus limbatugs generacion ovocitaria (atresia) que se presenta dentro de al-
de gran importancia comercial en el Pacifico americanogyina de las fases del ciclo gonadico de estos organismos
esta bajo proteccién especial en México desde el afio 2@B2ninger &Le Pennec, 1997).
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De la misma forma, los estudios de ultraestructugaropileno y resina epdxica durante tres horas, para posterior-
ovocitaria en bivalvos permiten llevar a cabo seguimientosente incluirse con resina EPON 812. Se obtuvieron cortes
especificos, con una gran capacidad de resolucién, de U#g finos de 70 nm con ayuda de un ultramicrotomo, los cuales
diversas alteraciones que pueden presentar los gametofudeon contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo.
ejemplares sometidos a condiciones anémalas como la freralmente, los cortes fueron examinados en un microscopio
sencia de parasitos o procesos de contaminaciélectronico de transmision Modelo JEM-1010 (60ky) y se ob-
medioambientales (Durfoet al, 1982). De lo anterior, de- tuvieron micrografias de distintas porciones de la gbnada.
riva la importancia de contar con descripciones previas de
organismos provenientes de entornos saludables que fun-  Para caracterizar la morfologia de los gametos feme-
cionen como linea base para futuras comparaciones.  ninos maduros se obtuvier medidas del didmetro total, del

ndcleo y del nucléolo y se seleccionaron distintas porciones

Por lo tanto, esta investigacion tiene como objetiveelulares (nucleo, citoplasmay membrana citoplasmica) para
caracterizar la morfologia ultraestructural de los gametasalizar las estructuras especificas de cada region. En el caso
femeninos maduros y en degeneracionSgmndylus de los ovocitos en degeneracion, se observaron las caracte-
limbatus risticas de la pérdida de la integridad celular en las mismas

regiones que los ovocitos maduros viables.

MATERIAL Y METODO
RESULTADOS

En el Parque Nacional Bahia de Loreto, Golfo de
California, México, se recolectaron durante la épodaosicién y morfologia del ovario Spondylus limbatuss
reproductiva hembras adultas (>116 mm de altura de la cama especie gonocdrica que presenta un ovario discreto bien
cha, Villalejo-Fuerteet al (2002), extraidas dgpondylus definido, que al madurar adquiere un color rojo intenso y se
limbatus Las gonadas de estos organismos fueron extraidegiende hacia la glandula digestiva cerca del muasculo
y se obtuvieron porciones de aproximadamente 5 mm, gaguctor. Microscopicamente, la génada estd compuesta de
fueron fijadas con glutaraldehido al 2,5 @lectron numerosos foliculos dentro de los que se desarrollan los
Microscopy Sciences) en agua de mar filtrada (pH = 8) dgametos.
rante seis horas; transcurrido este tiempo se realizaron cinco
lavados de diez minutos cada uno con soluciéon amortiguad@socitos maduros:Los ovocitos maduros d& limbatus
de Sorensen. La post-fijacion se realizd con tetradxido ¢80-70um de didametro) son gametos que han completado
osmio al 1 % durante una hora y las muestras se lavaron ebrproceso de vitelogénesis y que frecuentemente se ob-
la solucion amortiguadora de la misma forma. La deshidratservan en el centro del acino como si tuvieran una forma
cién se realizé con una serie de soluciones de etanol de cpalihédrica, causada por la fijacion y por la compresion
centracion ascendente (30 grados a absoluto). La infiltracide numerosos gametos acumulados en la génada madura
de los tejidos se llevd a cabo con una solucién de oOxido (feig. 1A-B).

« o « . >y A - e ! ';L'.ﬁ} ‘?A-\".a:. :‘< ‘..';'- " : ﬁg
Fig. 1. Ovocito maduro depondylus limbatu<g: granulos corticales; Gv: vesicula germinal; Yg: granulos de vitelo;
VL: Cubierta vitelina; Mv: Microvellosidades; FoC: células foliculares; c: citoplasma; cabeza de flecha: nucléolo.
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Fig. 2. Ovocito maduro d8pondylus limbatusA: lobulaciones de la membrana nuclear (flechas punteadas). B: acercamiento que

muestra los numerosos poros de la doble membrana nuclear (flechas soélidas). C: citoplasma; Gv: vesicula germinal, Mi:nucléolo,
mitocondria.

El ndcleo (~3Qum) presenta en su inte-
rior una vesicula germinal formada de
cromatina laxa y un nucléolo (#n). La mem-
brana nuclear forma numerosas lobulaciones
sobre si misma, muestra abundantes poros y
acumulos de material electrondenso (Fig. 2). Al
mismo tiempo, la doble membrana nuclear da
lugar a sistemas de lamelas anuladas (Fig. 3),
derivacioén relativamente frecuente en ovocitos
maduros.

El citoplasma presenta electrodensidad
intermedia debido a la abundancia de ribosomas.
Sin embargo, se observan espacios o canaliculos
dentro el reticulo endoplasmatico rugoso, los
cuales aparecen como un sistema o red de co-
nexion a través de toda la célula (Figs. 4 A-C).

: e Las vesiculas del reticulo endoplasmatico ru-
’.\‘4.__ A 3‘-;',,,5 ;‘ goso pueden dar lugar a sistemas de lamelas anu-
—— ladas (Figs. 4B-C). Entre este complejo sistema

2 um :; trabecuIa,r aparecen numerosas mitocondri_as de

! : ¥ Fov o Wi Vi‘! B o morfologia tipica distribuidas por todo el cito-
. : Va2l 700 f -}" : <t plasma (Fig. 4D). Asimismo, se observan nu-
Fig. 3. Ovocito maduros d&pondylus limbatuson lamelas anuladas para- harosas plaquetas vitelinas electrondensas y

lelas y cercanas a la vesicula germinal del ovocito, su aspecto es similar, Lo .
eg dantes gotas lipidicas, apreciables por su

membrana nuclear de la cual probablemente derivan. al: lamelas anula Sﬁ d idad electroni Fig. 4C
C: citoplasma. Gv: vesicula germinal. menor densidad electrénica (Fig. 4C).
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La membrana cito-
plasmica de los ovocitos ma-
duros se desdobla hacia afue-
ra para formar numerosas
microvellosidades, las cuales
en varios casos adquieren la
forma de copa (Fig. 5A-B).
Estas estructuras se encuentran
embebidas en una matriz
extracelular, que se extiende
alrededor de todo el ovocito,
llamada cubierta vitelina (~2
pm), muy evignte en esta es-
pecie, la cual es una capa lige-
ramente fibrosa con acimulos
electrondensos alrededor de las
microvellosidades (Fig. 5B).
Adyacente a la cubierta vite-
lina se observa la presencia de
células foliculares en contacto
con gametos maduros, a través
de las microvellosidades (Fig.
1B).

Ovocito  maduro en
reabsorcién. En los gametos
femeninos maduros d8.

o limbatusse presenta un proce-
4 s el O ~4 SO conocido como degenera-
Fig. 4. Ovocitos maduros @pondylus limbatug: Disposicion en canaliculos (flechas) del reticu€iOn 0 atresia ovocitaria, el
lo endoplasmico rugoso en el citoplasma. B: Lamelas anuladas (flecha) en la periferia del citéplasinvolucra inicialmente la
ma. C: Citoplasma con presencia de granulos de vitelo, gotas lipidicas y lamelas anulada@ddolacion del citoplasma
Agrupacion de mitocondrias con la estructura tipica de crestas. al: lamelas anuladas; I: gota lipgdiagionado por la distension
Mi: mitocondria; Yg: granulos de vitelo. del reticulo endoplasmico ru-
goso (Fig. 6A). El nicleo y la
membrana citopldsmica pre-
sentan un deterioro en las eta-
pas iniciales para finalmente
colapsarse y dispersar las
microvellosidades (Fig. 6B).
Finalmente, la cubierta vitelina
se desintegra y esto libera el
contenido del citoplasma y del
nucleo en el lumen del acino.
Células hemociticas macro-
fagas son observadas frecuen-
temente entre los restos de los
y S 3 j 0VOocitos atrésicos en el acino.
a4 g <5 e o *' PV el Estas células exhiben numero-
Fig. 5. Ovocitos maduros dpondylus limbatusA: Microvellosidades embebidas en la cubiert20S grénqus densos hetero-
vitelina. B: Acercamiento de una microvellosidad en forma de copa que muestra su origen a @8RROS similares a fagosomas
del desdoblamiento de la membrana citoplasmica. VL: Cubierta vitelina, Cg: granulos corticilégrias vacuolas en el cito-
Mv: microvellosidades. plasma (Fig. 6C-D).

@ PRI & X .
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Fig. 6. Ovocitos en degeneraciénSfgondylus limbatug\: Vacuolacion del citoplasma. B: Colapso del citoplasma y desprendimiento
de las microvellosidades. C-D: Células hemociticas macréfagas presentes entre los restos de ovocitos atrésicos. Vitelhayierta vi
Mv: microvellosidades. C: citoplasma.

DISCUSION

Las caracteristicas ultraestructurales generales de lpaduros, el grosor de la cubierta vitelina varia de acuer-
ovocitos maduros y en degeneracion observadas @t a la especie, 6. limbatusmide (~2um), mientras
Spondylus limbatusan sido descritas previamente para otrague erPecten maximus cubierta vitelina es mas gruesa
bivalvos comoMytilus edulis(Pipe), Pinna nobilis(de (5-6 um), a pesar de que el tamafio de los ovocitos
Gaulejacet al) y Neotrigonia margaritacegGlavinicetal,  postvitelogénicos es de 60-én (Chunget al, 2005),
2012). Sin embargo, existen ligeras diferencias con las egmilar aS. limbatus.
pecies taxondmicamente méas cercanas c®maoten
maximus(Dorange & Le Pennec, 1989)Ratinopecten Por otra parte, la relaciéon que pueden presentar
yessoensigChunget al, 2005). Estas diferencias se refiedas células foliculares con los gametos femeninos, difiere
ren al tamafio de la cubierta vitelina y a la presencia de céli¢- acuerdo a las especies. ytilus edulis(Pipe) yP.
las foliculares en contacto con ovocitos maduros. maximus(Dorange & Le Pennec), los ovocitos jovenes

estan completamente rodeados de "células foliculares".

Respecto a la cubierta vitelina, esta es una especi@istas células se desprenden de la zona apical de los
zacion de la matriz extracelular caracteristica de los ovocitgametos femeninos cuando los ovocitos desarrollan un
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pedinculo. Mientras que €nyessoensisCrenomytilus como se observé pafa limbatuy por lo que se les deno-
grayana el papel trofico de las "células foliculares" premina cemento mitocondrial, y se piensa que participan
domina cuando los ovocitos maduros estan libres enagtivamente en la formacion de las plaquetas vitelinas. La
lumen folicular. En esta etapa, los ovocitos se encuentignan plasticidad de la superficie del nicleo, permite que
completamente rodeados por células nutritivas, las cueste ocupe una extension considerable de la célula'y, como
les transfieren metabolitos por pinocitosis (Chung, 2008s habitual en los ovocitos, da origen a agrupaciones de
adicionalmente, participan en la digestion, a través de lamelas anuladas, las cuales en este caso pueden formarse
sistema lisosomal, durante la reabsorcién de los ovocitasnbién a partir del reticulo endoplasmético rugoso.
residuales (Chung). E&. limbatusjos ovocitos madu-
ros se encuentran comunicados con las células foliculares  Las lamelas anuladas son formaciones relativa-
por medio de las microvellosidades a lo largo deula mente frecuentes en el citoplasma de los ovocitos madu-
bierta vitelina, posiblemente de la misma manera comos y su origen puede ser a partir del reticulo
sucede en especies coioonovacula constricgChung endoplasmaético rugoso, como sucede en el poliplacéforo
et al, 2008b) Meretrix lusoria(Chung),M. edulis(Pipe) Trachydermon cinereu@®urfort, 1976), o de la mem-
donde las células foliculares desempefian un papel erbtana nuclear como se ha observado en el bivdlvo
formacion de las microvellosidades. Edimbatusa mem-  edulis(Durfort, 1973). En los ovocitos & limbatusel
brana citoplasmética presentd abundantes microrigen pareciera ser doble de acuerdo a las imagenes des-
vellosidades embebidas en la cubierta vitelina; a travésa@as. En cuanto a su funcién, una de las hipoétesis plau-
esta capa la célula puede ingresar al citoplasma el maidles es que se trate de una reserva de la membrana nu-
rial extracelular necesario para la sintesis del vitelo. Estlear para las posteriores divisiones celulares o como un
sugiere que las microvellosidades, son especializaciomaedio de incrementar el area de sintesis de proteinas
de la membrana citoplasmética destinadas a aumenta(Rge).
superficie de absorcion de la célula.
La atresia es el proceso por el cual los ovocitos se
El citoplasma presenté abundantes plaquetdegeneran progresivamente y son reabsorbidos. Puede
vitelinas en distinto grado de formacion, las cuales pueeurrir como un proceso fisiolégico natural o como re-
den originarse a través de la endocitosis o bien, a pastilitado de condiciones naturales desfavorables (Jobling
de la sintesis y modificaciones posteriores de algunesal, 2002); el proceso de degeneracion ovocitaria des-
organulos citoplasmaticos tal como ocurre@tlina crito aqui paré&. limbatuses un fendmeno cominmente
sinensigChunget al, 2007). La presencia de modifica-observado en moluscos (Pipe) una vez que ha concluido
ciones de la envoltura nuclear y el patrén de organizel-desove. Las modificaciones celulares observadas en el
cion nuclear altamente lobulado, y por consiguiente upaesente estudio son muy similares a las reportadas pre-
gran superficie que asegura el intercambio nucleo-citelamente en bivalvos (Pipe). Las células observadas en-
plasma, sugieren su incorporacion de forma estructuteg los restos de los ovocitos atrésicos corresponden a
posiblemente relacionadas con el proceso de formacid@mocitos macrofagos, de acuerdo a lo descrito por
del vitelo. Dorange & Le Pennec paPamaximusEstas células pro-
bablemente desempefien un papel en la reabsorcion de
Por otro lado, en los ovocitos maduros $le material lisado favorecido por la presencia en su interior
limbatusse observa una compleja morfologia de la mende diferentes enzimas lisosomales capaces de digestion.
brana nuclear que da lugar a lobulaciones de la dolsler lo tanto, es posible que los nutrientes puedan ser trans-
membrana, formando sistemas deaesos membranosos feridos a los nuevos gametos por medio de la hemolinfa
gue se separan del nlcleo y se incorporan al citoplasralel tejido conjuntivo intersticial (Dorange & Le Pennec).
Al mismo tiempo se observa la acumulacion de material
electrondenso en la superficie de la membrana nuclear Dado lo anterior, podemos decir que los ovocitos
externa. La apariciéon de acimulos electrondensos prodoaduros d&. limbatugpresentan el aspecto caracteristi-
cidos por emisiones del nicleo a través de los poros o de células metabdlicamente activas y altamente
cleares y evaginaciones de la meamar nuclear fue des- sintetizadoras, pero que al no ser liberados durante el des-
crita por primera vez por Anderson & Beams (1956) evve, pueden ser reabsorbidos como resultado de un pro-
ovocitos de insectos. Posteriormente, se han encontragso fisiolégico que permite aprovechar los nutrientes
estas estructuras en ovocitos de muchas especies, inakumulados durante el proceso de gametogénesis. Esta
yendo a los bivalvoBlytilus edulis(Durfort, 1973) yTa-  descripcidon ultraestructural sirve como linea base para
pes decussatudBozzoet al, 1996). Estos acumulos afuturas comparaciones con organismos expuestos a con-
menudo se asocian a grupos de pequefias mitocondrias (fi@iones desfavorables.
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