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DESINTEGRACION NEUROHORMONAL "IN VITRO" DE LA VESI-
CULA GERMINAL DEL OOCITO DE VENUS ANTIQUA ANTIQUA
(MOLLUSCA: PELECYPODA: VENERIDAE).

Miguel Padilla, M.Sc.*

ABSTRACT. The involvement of a neurohormone in the "in vitro" germinal vesicle
breakdown of the oocyte of the clam Venus antiqua antiqua.

Meiotic maturation in oocytes of the clam Venus antiqua antiqua was
found to be under hormonal control. Oocytes suspended in 2 homogenized
extract of the nerve ganglia showed 91.3% germinal vesicle breakdown (GveD).
The use of 1-methyl-adenine and its mimetic Dithiothreitol were not effective
on oocytes of this clam. Also oocytes stripped of their follicular and jelly
coats by acid treatment showed high GVBD activity when exposed to the hormonal
extract, :

Intracelular mecanisms which cause GVBD are discussed.

Keywords: Germinal vesicle, melotic maturation, neurosecretion, Aequerin,
Obelin, citosolic calcium.

INTRODUCCION

En el presente trabajo se ha convenido definir la madurez
final del cocito como la consumacidn de la meiosis, al mismo
tiempo, y considerando que 1la iniclacién de este fendmeno
tiene como requisito necesario la desintegracidn de la vesicu-
la germinal, se puede concluir que la eliminacidn de esta
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membrana nuclear constituye el proceso visible que delata el
inicio de la madurez meidtica (Fig. 2b).

Se debe también reconocer que entre las especies animales,
el estado de madurez en que se produce la evacuacidn y la ler-
tilizacidn es variable y que esta tltima puede producirse
antes, durante o después de la madurez meidtica del oocito.
Esta variabilidad permitidé a Rothschild (1956) clasificar a
las especies animales en U4 grandes grupos:

1) Organismos donde los oocitos son evacuados antes del inicio
de la madurez final. En este grupo la fecundacidn por el es-
permio serfa el agente .que produce la ruptura de la vesfcula
germinal, dando iniclo. a 1la madurez meidtica en el me-
dio externo (Echiurida, Platyhelminthes y algunos Pelecy=-
poda).

2) Organismos en los que la madurez del ooecito progresa en la
gdnada hasta la profase de la primera divisidén meidtica, esta-
do en el que ésta se detiene y los cocitos son posteriormente
reactivados, evacuados y fertilizados (insectos, ascidias y
algunos moluscos bivalves).

3) Organismos con una modalidad de reproduccidn similar a la
anterior, donde la madurez del oocito obedece a un esti-
mule hormonal en el folfeulo, para luego ser fertilizado
en la metafase de 1la segunda divisidén meidtica (verte-
brados ).

4) Organismos cuyos oocltes concluyen su madurez meidtica
dentro de la gdnada antes de ser evacuados. En estos ococitos
la fecundacidn por el espermio da inicio a la mitosis (Echi-
noidea).

Stevens (1970) demostrd que algunos organismos marinos como
los Asteroidea pueden ser fertilizados en cualquier estado de
madurez meidtica después de la disolucidn de la vesfcula ger-
minal. Observaciones anteriores han permitide constatar que
los cocitos de la almeja Venus antiqua antiqua se compor-
tan de manera muy similar.

Estudios realizados por Chaet (1966) y por Kanatani &
Shirai (1969), demostraron que existe una substancia que puede
ser extralda del nervio radial de las estrellas de mar, la
cual induce al folfculo a producir un factor que causa la
iniciacidn de la madurez del oocito. Estos mismos autores
comprueban que dicho factor no sélo elimina la vesfcula germi-
nal, sino que reduce la adhesividad interfolicular. Esta
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substancia fue purificada y caracterizada por Kanatani et al.
(1969) y resultd ser l1-metil-adenina (1-MA), hormona empleada
extensamente en estudios sobre reproduccidn de equinodermos
(CGuerrier & Moreau 1980. Doree 1981).

Lo anterior constituye uno de los primeros indicios de que
la madurez del ococito de algunos invertebrados marinos sze
encuentra bajo control hormonal.

Gracias a los estudios efectuados en Asteroidea. se sabe
que la reiniciacidn de la madurez meidtica de este grupe de-
pende de la intervencidn sucesiva de dos substancias relacio-
nadas a un mensajero secundario constituido por el ecalcio.
En este caso. la hormona de origen neurosecretor GSS ("Gonad
Stimulating Substance"), actia sobre el foliculo del oocito
produciendo una segunda hormona MIS (Maturation Inducing
Substance). Esta segunda hormona que no es otra que el 1-Mi,
constituye el factor activo que estimula los receptores ubica-
dos en la membrana citoplasmitica (Moreau & Guerrier 1980).

El presente trabajo tiene como objetivo principal comprobar
1a existencia de una substancia "hormonal” reguladora que
también provoca la madurez del oocito de la almeja Venus
antiqua antiqua.

MATERIALES Y METODOS

De la diseccidn de 4 almejas (mfnimo 1 hembra), se obtuvieron
los dos ganglios cerebrales, el visceral y el pedal, los que
pesaron aproximadamente 0.0257 gramos.

El tejido disectado fue colocade junto con 10 ml de agua de
mar filtrada en un tubo "Potter Elvehjem" en el que se homoge-
nizaron los ganglios hasta eliminar todo resto de tejido visi-
ble. El volumen del extracto resultante fue aumentado a 20 ml
(1.29 mg/ml) y centrifugado durante 10 minutes a 3500 rpm
(@ rotacién T em). Terminada la centrifugacidn se descartd el
residuo sélido del fondo.

Oocitos de la misma especie fueron extirpados, lavados y
suspendidos en este sobrenadante durante 30 minutos. Al cabo
de este tiempo, el que resulté ser suficiente para producir la
desintegracidn de la vesfcula germinal (DVG), se obtuvo una
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submuestra de 1 ml de estos ococitos, los que fueron califica-
dos contdndose aquellos que abarcaron el campo del micros-
copio.

El andlisis cuantitativo efectuado consistid en ecalcular el
porcentaje de oocltos que habfan desintegrado su vesicula
germinal como resultado de haber sido expuestos a la hormona
(Tabla 2). Esta cifra fue comparada con un eontrol de ocoei-
tos, los cuales no habfan sido expuestos al extracto hormonal
y los que se suponfia deberian tener sus vesfculas germinales
intactas.

Método para comprobar que el extracto es el agente que
activa el oocito:

Para establecer si la neurosecrecidn (GSS) induce un se-
gundo factor hormonal en el foliculo (MIS), se sometid una
alfcuota de oocitos de Venus antiqua antiqua a agua de
mar pH 3.5 durante 5 minutos para enseguida resuspenderla en
agua de mar pH 8.2.

El pH dcido tiene el efecto de disolver el envoltorio foli-
cular y gelatinoso del cocito. En este experimento se proce-
did bajo la premisa de que al eliminar tante la gelatina que
recubre al oocito como el envoltorio folicular que recubre la
gelatina, la neurcosecrecidn no contarfa con el sustrato ade-
cuado (envoltorio folicular) sobre el cual inducir un segundo
factor hormonal (MIS). Como ha sido comprobado en Astercidea,
la neurosecrecidn no activa la meiosis, o sea, no desintegra
la vesfcula germinal en ococitos sin su envoltorioc folicular
(Doree 1981).

Método de empleo del 1-MA y sus miméticos:

La hormona 1-MA y el agente reductor de enlaces bisulfuros
"Dithiothreitol" (DTT) fueron obtenidos de Sigma Chemical Co.
USA y empleados para la ver la reaccidn de los oocitos de
Venus antiqua antiqua. Tamblén se emplearon concentracio-
nes altas de calcio. La preparacidn de los agentes anteriores
fue la que sigue: IMA = 1 x 107 M; DIT = 1 x 10™*M; CaCl: =
5 x 107*M.
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Método histoldgico:

El método histoldgico a que fueron sometidos los tejidos
analizados en la Tabla 2 fue el siguiente:

El tejido fue fijado en fluido de Zenker donde permanecid
un perfodo de 24 horas. La deshidratacidn se llevd a efecto
en una secuencia de alcohol etflico 50-70-95-100%. La inclu-
sidén se hizo en parafina liquida de punto de fusidn de 562-
58C. Se procedid a seccionar el tejido incluido en un mierd-
tomo rotatorio del que se obtuvieron muestras de 7 um de es-
pesor.

Algunos cortes fueron tefiidos con hematoxilina de Harris y
eosina alcohdlica y otros con fucsina acuosa bdsica. Las
preparaciones una vez terminadas fueron montadas en portacbje-
tos y selladas con bdlsamo del Canadd. Las muestras de tejido
fueron microfotografiadas con una cdmara Leica en un micros-
copio convencicnal de luz Leitz Orthoplan (Figs. 3-8).

Método estadistico:

Para los efectos de determinar si la diferencia obtenida
entre el % DVG de los ococitos expuestos a la neurchormona y el
de los expuestos a agua de mar sin el extracto hormonal (con-
trol), era significativa, se hizo uso de la prueba estadistica
"t de Student".

Como se puede apreclar, la mayorfa de los datos experimen-
tales se encuentran referidos a porcentaje. Esto exije un
examen detenido de manera de cumplir con una de las premisas
bdsicas del andlisis estadistico el que presupone que las
distribuciones son normales.

Si el andlisis de la Tabla 1 demostrara que los datos de %
DVG caen en un rango entre 30% y 80% se podrfa asumir que la
distribucidn es normal ya que la media vendrfa a caer alrede-
dor del 50%. La realidad, sin embargo, demuestra que las me-
dias son de 6.86% para el control y de 93.50% para el extracto
hormonal, situacidn que, al estar expresada en porcentaje, hace
que ambas distribuciones no sean normales sino estén severa-
mente sesgadas. En estos casos el problema se soluciona efec-
tuando una transformacidn en la que se hace uso de la tabla
arco-seno donde se cambian los valores porcentuales a grados
(Tabla 1).
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Tabla 1

EXTRACTO HORMONAL CONTROL
Réplica n=si n=no Total % DVG Grados n=si n=no Total % D¥G Grados
1 19 2 21 90.5 62.05 1 21 22 4.5  12.2%
2 17 1 18 944 76.31 1 17 18 5.5 13.56
3 2h 2 26 92.3  75.89 2 19 21 9.5 17.9%
4 21 1 22 95.4 77.61 2 22 24 8.3 16.74
5 22 1 23 95.6  77.89 2 18 20 10.0 18,44
6 20 1 21 95.2  77.34 1 20 21 4.8 12.66
7 22 1 23 95.6 77.89 1 19 20 5.0 12.92
8 22 1 23 95.6  77.89 2 23 25 8.0 16.43
9 25 2 27 92.6 Th.21 2 24 26 7.7 16.11
10 22 3 25 88.0  69.73 1 17 8 5.5 13.56

T = 93.50 T = 6.86

Una vez efectuada la transformacién de los datos se procede
con el andlisis estadistico correspondiente (Tabla 5).

RESULTADOS

Comprobacidn de la existencia de la hormona

Los oocitos ademds de ser sometidos a la accidn del tejido
ganglionar se sometieron a extractos de otros tejidos como el
ventriculo, los sifones y las branquias. Esto se efectud para
comprobar que la accidén hormonal se reducia a los ganglios y no
se encontraba diseminada en otros tejidos de la almeja.

Las suspensiones de ococitos en el sobrenadante de extractos
centrifugados de los diferentes tejidos dieron como resultado
los porcentajes de DVG indicados en la Tabla 2.

Tabla 2
TEJIDD % V6 n
Ganglies nerviosos 91.3 23
Sifones 8.3 24
Ventricula 4.5 22
Branquias 4.7 21
Control 40 25
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Curva dosis respuesta

La respuesta expresada en % DVG para las concentraciones
del extracto hormonal fueron las siguientes y se grafican en
la Fig. 1.
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Activacidn del oocito sin induccidn de un segundo factor hor-
monal:

Para comprobar que el extracto de ganglios activa el oocito
sin inducir un segunde factor hormonal se compard el % DVG
para:

- Docitos no sometidos a tratamiento con dcido y expuestos a
la hormona (1)

- Oocitos no sometidos a tratamiento con dcido, no expuestos
a la hormona (2)

- Oocitos sometidos a tratamiento con dcido y expuestos a la
hormona (3) (Tabla 3).

Tabla 3
(1) % oveG (2) % ov6 (3) % ove
95.4 9.5 95.6
n=22 21 23
pH = 7.8 8.1 7.2

Resultado del empleo del 1-MA y sus miméticos:

El resultado del empleo de la hormona de los astercideos
(1-MA) con los ococitos de la almeja, como el de sus miméticos,
el DTT y la alta concentracidn de calecio externo, se incluye
en la Tabla 4.

Tabla &
AGENTE CONCENTRACION % VG n
Hormona 1.28 mgfml 90.9 22
IMA 1 x 10"*M G 21
prT 1 x 107N 10.0 20
tall 2 5 x 102M 57.9 19
Control - 9.1 22

Resultados estadfsticos:

Las réplicas del % DVG del extracto hormonal y las del
% DVG del control, fueron transformadas a grados y sometidas
al andlisis estadfstico "t" (Tabla 5).
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Tabla 5
00CITOS SOMETIDOS AL EXTRACTO HORMONAL CONTROL
Grados Grados
X x-1 x -1z X x-7) (x -1z
72.05 - 3431 1,771767 12.15 - 2.812 7.907344
76.31 0.829 0.687241 13.56 - 1.502 2.256004
73.89 - 1.591 2.531281 17.95 2.888 8.340544
77.61 2.129 4.532641 16,74 1.678 2.815684
77.89 2.409 5.803281 18,44 3.378 11.410884
77.34 1.859 3.455881 12.66 - 2.402 5. 769604
77.89 2.409 5.803281 12.92 ~ 242 4.588164
77.89 2.409 5.803281 16.43 1.368 1.871424
.21 - 1.271 1.615441 16.11 1.048 1.098304
69.73 - 5.751  33.074001 13.56 - 1.502 22.256004
X = 75.481 X = 15.062
N=10 N=10
(X - X% = 75.07809 z (X-%)2 = 48.313%
Desv 5td = 2.888253798 Desv Std = 2.31694147
Error Std = 0.9713346046 Error Std = 0.732681225

Error Std de la Dif. = 1,170906818
"t de Student = 51.6001778
Grados de libertad = 18

Nota: Ver conclusiones finales

Fotomicrograffas de las células neurosecretoras:

Los tejidos de los ganglios cerebrales, viscerales y peda-
les seccionados y tefildos con fucsina acuosa bdsica demostra-
ron poseer una reaccidn positiva a la fuesina. Esto indica la
alta probabilidad de que el material con coloracidn intensa
que se observa en la periferia de los cortes de ganglios sean
células neurosecretoras (Figs. 3-8). La forma y dimensidn de
estas células (20 um) guarda relacidn con lo descrito por
Tombes (1970) para células neurosecretoras de bivalves cono-
¢cidos.
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a. Vesfcula germinal intacta
b. Vesfcula germinal desintegrada

fig. 3. Ganglio visceral 100 X Fig. %. Ganglio visceral 250 X




fig. 5. Ganglio cerebral 100 X Fig. 6. Ganglio cersbral 250 X

Fig. 7. Ganglio pedal 100 X fig. 8, Ganglio pedal 250 X




M. Padilla Desintegracidn newrohormonal vesicula germinal 53

DISCUSION

A excepcidn de aquellos organismos que concuerdan con lo des-
crito para el primer grupo de la clasificacidén de Rothschild
(1956), el resto de las especies animales desovan gametos cuya
madurez se encuentra parcial o totalmente relacionada a los
procesos internos de la gdnada. Estos procesos implican la
transformacién de oogonios en oocitos a los que en algunas
instancias, solamente les faltarfa concluir su fase de madurez
meidtica. En el caso de Venus antiqua antiqua se ha podi-
do comprobar que la madurez final de esta especie se encuentra
regulada por un agente hormonal que produce la ruptura de la
vesfcula germinal. Los oocitos extirpados antes de que 1la
hormona haya producido su efecto de reactivacidn permanecen
con su vesicula germinal intacta (Fig. 2a) y las fertilizacio-
nes realizadas con estos gametos han demostrado que esta vesi-
cula no se desintegra ante el solo estimulo de la fecundacidn.
Lo anterior implica que la unica forma de fertilizar oocitos
de Venus antiqua antiqua, extirpados en forma previa a la
accidn hormonal, es el empleo de procedimientos partenogenéti-
cos entre los cuales se pueden sefialar el dcido butfrico y la
solucidn hipertdnica de NaCl (Loeb 1913) y las bases débiles
como el NHyOH y el NHyCl (Mazia 1974).

El conocimiento actual permite establecer que en Astercidea,
la hormona GSS de origen neurosecretor induce al folfculo
del oocito a produclr una segunda hormona MIS que actda sobre
los receptores de la membrana. Esta segunda hormona descrita
por Kanatani et al. (1969) como 1-MA es la que se presume in-
duce la produccidn de un factor citoplasmdtico MPF (Maturation
Promoting Factor), responsable en udltima instancia de la madu-
rez meiética del ooecito.

Como se ha podido deducir de los experimentos con los oo-
citos de Venus antiqua antiqua ni el 1-MA ni su mimético
el DTT producen la ruptura de la vesfcula germinal de la alme-
ja (Tabla 4). También se ha podido comprobar que al eliminar
el envoltorio folicular y al disolver la gelatina del ococito
con deido (pH 3.5), la hormona (GSS) puede actuar sobre el
oocito por si sola induciendo la iniciacidén de la meiosis
{Tabla 3).

La modalidad especifica de la transformacién del mensaje
hormonal en mecanismos intracelulares que conducen a la acti-
vacidn del oocito, ha podido ser parcialmente deducida debido
al aumento de calcio interno detectado por la inyeccidn de
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las fotoproteinas Aequorin u Obelin (Moreau & Guerrier 1980).
El hecho es que resulta comprometedor el que los destellos de
calcio que registra el fotomultiplicador prosigan siempre a la
aplicacidn de la hormona. Gracias a estas fotoprotefnas se ha
podido establecer gue uno de los primeros efectos de la aceidn
hormonal sobre la superficie del ococito es la liberacidn del
caleio secuestrado por el borde interno de la membrana cito-
plasmdtica. El caleio ecitosdlico liberado (Ca®t) constituye
la llave maestra de la cual parecen depender: la depolariza-
cidn de la membrana (Miyazaki et al. 1975), el aumento de la
permeabilidad de Nat (Doree 1981), el aumento intracelular
de pH {Nishioka 1980), el incremento de K* (Shen & Steinhardt
1980) y la baja de 3'S' adenosina monofesfate ciclico (cAMP)
que actuda sobre las quinasas responsables de la fosforiliza-
cidn proteica. El1 caleio, por lo tante, se ha constituide en
el segundo mensajero de la hormona y conforma o permite con-
formar el tercer mecanismo involucrado, el cual a pesar de
contar con sigla propia MPF, resulta ser en la actualidad el
mds desconocido de todos. Lo que actualmente se sabe sobre
el MPF es que se trata de un factor de madurez citoplasmdtico,
no especifico, el que puede ser amplificade y el que induce
una madurez meidtica al ser inyectado en oocitos no estimula-
dos por la hormona (Masui & Market 1971). El MPF ademds de
producir la ruptura de la vesfcula germinal también activa las
protefnas quinasas especialmente aquellas que fosforilan las
histonas (Gurley et al. 1975).

Cabe hacer notar que la detencidn en profase de los ococitos
de Venus antiqua antiqua depende del nivel intracelular
de cAMP que éstos posean. Antes de la liberacidn de calcio,
este nucledtido es bastante abundante, pero decae bruscamente
al producirse la onda liberadora del catidn bivalente. Con-
centraciones elevadas de cAMP han demostrado casi siempre una
correlacién inversa con la actividad mitdtica (Bustes & Thumann
1979}, lo mismo al parecer ocurre con la actividad meidtica
ya que ésta como se ha dicho, se encuentra detenida en la pro-
fase de la primera divisidén meidtica. Lo interesante es que
este bloqueo temporal es mantenido por la actividad de una
quinasa que cataliza el factor que impide la reiniciacidn de
la meiosis. Debe tenerse presente, sin embargo, que las pro=
tefnas quinasas se encuentran estructuradas por subunidades
que son o reguladoras (R} o cataliticas (C) y que la asocia-
cidn del e¢AMP a la unidad reguladora produce la disociacidn de
la holoenzima en una reaccidn que, Maller & Krebs (1977},
describen a través de la siguiente ecuacidn:
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RBaGG + 2 cAMP ———> R, (cAMP), + 2 C

Los estudios efectuados por estos mismos autores demuestran
que la madurez meidtica requiere de una disminucidn del nivel
de cAMP intracelular, esto debido a que esta baja promueve la
recombinacidn de las subunidades R y C de la holoenzima. vol-
viéndola inactiva (Allende 1972). Esta inactividad se debe
fundamentalmente a que la reunidn de las dos subunidades holo-
enzimicas cubren la zona activa de la subunidad catalitica, lo
que elimina la "fuente" de donde proviene el factor que man-
tiene al ococito bloqueado. La baja del cAMP, por 1lo tanto,
suspende el blogqueo en profase del ocoecito (Fig. 9).

. e -
NIVEL e AMP CENZIMA MADUREZ
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+ [ S I
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MADUREZ

Fig. 9

Si bien es cierto que la activacidn de las protefnas quina-
sas regulan la actividad celular en general, esta regulacidn
como se ha podido apreciar puede manifestarse tanto inhibiendo
como estimulando reacciones. Se debe considerar ademds que la
liberacidn de Ca®** responsable de la disminucidn del cAMP
dura muy corto tiempo. por lo que es posible suponer que los
niveles de este nucledtido son restablecidos en cuante los
camblos transformativos de la adenil cielasa lo permitan. Es
probable como lo expresan Rasmussen & Goodman (1977), que se
trate de un ciclo en el que la accidn del calcio se hace sen—

]

ir en diferentes dreas del oocito a diferentes tiempos.

El efecto hormonal detectado sobre 1las suspensiones de
ococitos a través de la desintegracidn de la vesicula germinal
puede también ser explicado como una liberacidn de caleio
interno, que activa la fosfodiesterasa, enzima que degrada v,
por lo tanto, disminuye la concentracidn de cAMP. Lo ante-
rior estd de acuerde con lo expresado por Epel (1978) quien en
su diagrama (Fig. 10), reconoce al calecio como uno de los
efectores primarios de 1la activaecidn del oocito del erizo
Strongilocentrotus purpuratus.
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No puede dejar de mencionarse que factores mitdticos re-
cilentemente descubiertos han demostrado la capacidad tanto de
disolver la vesfcula germinal como de producir la condensacidn
eromosomdtica del oocito. Los experimentos de Sunkara et al.
(1979) demuestran que extractos citoplasmdticos de cultivos
"in vitro" de células somdticas He La, que se encuentran en
la fase G2 de su ciclo de transicidn celular., induecen, al ser
inyectados, madurez meidtica en ococitos de una variedad bastan-
te amplia de especies animales. Lo mismo ha sido observado
con los factores mitéticos de las células CHO (Nelkin et al.
1980). Esto permite apreciar que los factores asociados a la
mitosis y a la melosis son similares.

El cardcter no especifico que demuestra el MPF, el gque al
ser inyectado también induce la meiosis en organismos disimi-
les (el MPF de anfibios produce la madurez meidtica en 1la
estrella de mar, Guerrier & Moreau 1980), permite pensar en la
posibilidad de que el MPF y los factores mitdticos descritos
constituyan mecanismos similares de amplia difusidn en el
reino animal.
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CONCLUSIONES

Este trabajo ha logrado demostrar la existencia de una subs-
tancia hormonal capaz de producir la ruptura de la vesfcula
germinal de Venus antiqua antiqua.

Se ha concluido que el sobrenadante del homogenizade ob-
tenido constituye una hormona, por haber demostrado ser un
mensajero quimico que actda a nivel de la membrana y que da
inicio a la madurez meidtica del oocito.

Refuerza la anterior denominacidn el que Maddrell & Nordmann
(1979) se refieran a las neurosecreciones como a neurohormonas
y el que Guerrier & Moreau (1980) y también Doree (1981) reco-
nozcan a estas neurohormonas como hormonas que regulan la ma-
durez meidtica en equinodermos.

Lubet (1981) se refiere a las neurchormonas como factores
neuroendocrinos., factores neurchormonales o accidn hormonal
que regula la madurez del oocito de Mytilus edulis vy
Crassostrea gigas.

Las experiencias efectuadas con el sobrenadante del homoge-
nizado también sefalaron que este extracto activa la madurez
meidtica del oocito sin inducir una segunda hormona en el en-
voltorio folicular.

Las células periféricas de los cortes de ganglios (Figs.
3=-8) fuercon identificadas como neurosecretoras tanto por demos-
trar una reaccidn positiva a la fucsina como por poseer la
forma y dimensidn (20 um), que Tombes (1970) le atribuye a
células neurosecretoras de bivalvos comunes.

Aunque no se conoce la forma c¢dmo la neurochormona llega a
los alvéolos de la gdnada, no se descarta la posibilidad de la
existencia de un drea neurohemal como la observada por Umiji
(1969) en Mytilus perna. Sin embargo, si esta drea no exis-
tiera bastarfa que los terminales de los axones que portan los
grdnulos neurosecretores estuvieran cerca de algin seno o vaso
hemolinfdtico para que la exocitosis del contenido de estos
granulos pudiera difundirse a los alvéolos de la gdnada y
ejercer su accidn sobre la vesfcula germinal.

La liberacidn de cocitos al ser suspendido un trozo de ga~
nada de Venus antiqua antiqua en el extracto hormonal
(GS3), hace presumir que la aceidén de la hormona no sdlo se
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limita a la disolucidén de la vesicula germinal sino que tam-
bién disuelve el retfculo folicular que mantiene a los ococi-
tos atrapados en el lumen del alvéolo.

La eliminacidn del envoltorio folicular o capa que encierra
la gelatina del oocito, deja a esta Jltima en contacto directo
con el agua de mar, lo que expliea el que algunas veces haya
una cantidad apreciable de ococitos que han perdido gran parte
de su cobertura gelatinosa. Esto generalmente ocurre después
de gque los oocitos han sido sometidos a un proceso de lavado
con la centrifuga manual.

La conclusidn del andlisis estadfstico destinado a compro-
bar si las diferencias entre hormona y control eran significa-
tivas, demostrd gue si entramos a la tabla "t" con 18 grados
de libertad, nuestro valor "t" de 51.60 no es igual y ademds
excede los valores criticos para niveles de confianza de 1% y
5%. Esto rechaza la hipdtesis de nulidad y permite concluir
que la diferencia obtenida es significativa.

AGRADECIMIENTOS. Deseo agradecer 2 la Srta. Maria Cugenia Raurich por la
asistencia téenica prestada.

LITERATURA CITADA

Allende, J.E. 1972. Biosintesis de proteinas y el cédigo genético. Serie
Biologfa Monografia NO 10. OEA Ed.

Bustos-Obregon, E. & A. Thumann. 1979. <(halona espermatogonial. Revisidn
critica de la proliferacidn espermatogonial en la rata. Revista de
Microscopia Electrénica y Biologia Celular, 6 (2): 303-309.

Chaet, A.B. 1966. Chemical control of gamete release in starfish. Biological
Bulletin, 130: 43-55.

Doree, M. 1981. Hormonal contrel of meiosis in starfish oocytes. Experimental
Cell Research, 131: 115-120.

fpel, D. 1978. Mechanisms of activation of sperm and egg during fertilization
of sea urchin gametes. Current topics Revue in Biology, 12: 115-242.

Guerrier, P. & M. Moreau. 1980. Controle hormonal de la maturation chez les
echinodermes. Bulletin de la Societé loologique de France. Tome 105,
N2 1, p. 163.



M. Padilla Desintegracion neurohormonal vesicula germinal 59

Gurley, L.R.; Walters, R.A. & R.A. Tobey. 1975. Sequential phosphorilation
of histone sub fractions En the Chinese HWamster Cell Cycles. Journal
of Biological Chemistry, 250: 3936-3944.

Kanatani, H. & H. Shirai. 1969. Mechanisms of starfish spawning II. Some
aspects of action of a neural substance obtained from radial nerve.
Biological Bulletin, 137: 297-341.

Kanatani, H.; Shirai, H.; Nakanishi, K. & T. Kurokawa. 1969. Isplation of
meiosis inducing substance in starfish asterias Amurensis, Nature,
221: 273-274.

Loeb, J. 1913.  Artificial parthenogenesis and fertilization. University
Chicago Press. Ed.

Lubet, P.E. 1981. Actions des facteurs interns sur la reproduction des
mollusques lamellibranches. Oceanis 6 (Fasc. 5): 491-510.

Maddrell, S.H.D. & J.J. Mordmann. 1979. WNeurosecretion. FEd. John Wiley &
Sons, New York.

Maller, J.L. & E.G, Krebs. 1977.  Progesterone stimulated meiotic cell
division in xenopus cocytes. Journal of Biological Chemistry, 252:
1712-1718.

Masui, Y. & C.L. Market. 1971, Cytoplasmic control of nuclear behaviour
during meiotic maturation of frog oncytes. Journal of Experimental
Toology, 68: 75-80.

Mazia, D. 71974, Chromosome cycles turned on in fertilized sea urchin eggs
by treatment with NHyOH. Proceedings of the National Academy of Science
USA, N@ 71: 690-693.

Miyazaki, $.; Ohmeri, W, & S. Sasaki. 1975. Potassium rectification of the
starfish oocyte membrane and their changes during oocyte maturation.
Journal of Physiology, 246: 55-98.

Moreau, M. & P. Guerrier. 1980, In vitro interaction between membrane hormone
and eyclic nucleotides as revealed with Aequorin. Developmentsl Biology

79: 488-492.

Nishioka, 0. 1980. Relationship between release of acid. The cortical
reaction and the increase of protein synthesis in sea urchin eggs.
Journal of Experimental Ioology, 212: 215-223.

Nelkin, B.; Nichols, & B. VYogelstein. 1980. Protein factor (s} from
nitotic CHO cells induce meiotic maturation in Xenopus laevis vocytes.
federation of European Biochemical Societies, 109: 233-238.

Rasmussen, H. & D,.B.P. Goodman. 1977. Relationships between Calcium and
Cyclic nucleotides in cell activation. Physiological Reviews, 57 (3):
421-509.



60 Revista de Biologia Marina Vol. 20, N21, 1984

Rothschild, L. 1956. fertilization. Malthuen London Ed.

Shen, $. & R.A. Steinhardt. 1980. Intracellular pH controls the development
of new K* conductance after fertilization of the sea wrchin egg.
Experimental Cell Research, 125: 55-61.

Stevens, M. 1980. Procedures for induction of spawning and meiotic maturation

of starfish cocytes by treatment of methyl adenine. Experimental Cell
Research, 59: 482-484.

Sunkara, P.S.; Wright, D.A. & P.N. Rao. 1979, Mitotic factors from mammalian
cells knduce germinal vesicle breakdown and chromosome condensation in
Amphibian oocytes. Proceddings of the National Academy of Sciences
USA, NO 76: 2799-2802.

Tombes, A.S. 1970. An introduction to invertebrate endocrinology. Ed.
Academic Press, London.

Uniji, $. 1969. Neurosecrecao em Mytilus perea. Boletin de loologia y
Biologia Marinha. Sao Paulo. MNova Serie 26: 181-254.

Manuscrito recibido en marzo de 1984 y aceptado en mayo de 1984,





