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EVALUACION DE LA MADUREZ VITELOGENICA EN OOCITOS
EXTIRPADOS DE LA ALMEJA VENUS ANTIQUA ANTIQUA.

Migue!l Padilla* y Guillermo Olivares**

ABSTRACT.  Vitelogenic svaluation of stripped oucytes of the clam Venus
antiqua antiqua.

The present paper distinguishes between 3 types of maturity: meiotic
maturation or conclusion of profase arrest, gametogenic maturation or
morphologic differentiation between oogonia and vocytes and vitelogenic
maturation considered to be the incorporation of lipid into the cocytesby
pinocytosis.  An evaluation of vitelogenic maturation is acomplished by
measuring the % transmission of the supernatant of a centrifuged oocytes
suspension stripped from the clam Venus antiqua antiqua.

The reasoning behind this test is that post vitelogenic oocyte have
incorporated the surrounding lipid and therefore interfolicular fluid should
have a different optical density.

Key words: Vitelogenesis, meiotic maturation, pinocytosis, interfolicular
fluid.

INTRODUCCICN

La budsqueda de algunas de las causas significativas que influ-
yen en el éxito del cultive "in vitro" de larvas de bivalvos
ha constituido el objetivo de muchas de las investigaciones
llevadas a cabo en la udltima década. Varias de estas causas
han sido sefialadas pero otras han permanecido dentro de los
secretos que nos guardanh las especies.

El presente trabajo evalia el estado de la vitelogénesis
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mediante el % de transmisidn del sobrenadante de oocitos cen=-
trifugados de Venus antiqua antiqua. El razonamiento de
este andlisis se basa en la premisa de que los ococitos post
vitelogénicos han incorporado el lf{pido interfolicular y que,
por lo tanto, su sobrenadante debe tener una densidad éptica
diferente a la de aguellos gque no lo han hecho.

3i bien es cierto que la movilidad de las suspensiones de
espermios constituye un excelente indicador de su viabilidad
no ocurre lo mismo con las suspensiones de oocitos, las que
son inmdviles y poseen un estado de desarrcllo mucho mds diff-
cil de evaluar.

L.a gran diferencia entre el espermio y el oocito radica en
que el primero contribuye con muy poco citoplasma, aportando
sélo su complemento hereditario, mientras que el oocito ademds
del complemento hereditario contribuye también con el cito-
plasma necesario para mantener la sintesis proteica. El hecho
que el espermic sea prdcticamente un nidcleo propulsado sefiala
al citoplasma del oocito como la fuente principal de energia
para un desarrcollo larval adecuado.

Hay que considerar que el citoplasma del oocito sufre un
procese denominado vitelogénesis y que segin el estado de
avance de ésta, podremos encontrar distintos estados vitelogé-
nicos. Por lo tanto, nos parece importante hacer una diferen-
cia en el concepto tradicional de madurez y referirnos a una
madurez gametogénica, una madurez meidtica y una madurez vite-
légenica, condiciones relacionadas pero distintas y a la vez
indispensables si se pretende primero fertilizar oocitos bien
conformados, segundo que se lleve a efecto la fertilizacidn y
tercero que se obtenga un porcentaje de sobrevivencia larval
adecuado. Recordemos que la madurez meidtica se reanuda al
producirse la activacidn del oocito, siendo 1la desintegracidn
de la vesfcula germinal, el evento microscdépico que atestigua
su reinicic, El término de la madurez meidtica lo seflala la
expulsidn del segundo cuerpo polar cuando el oocito ha alcan-
zado el estado de huevo. También se ha podido apreciar que
la activacidn en algunas especies es efectuada por el esper-
mio, mientras que en otras ésta se encuentra bajo contrcl
hormonal (Lubet 1982, Padilla 1984 y Muruyama 1985).

La madurez gametogénica es mds bien morfoldgica y en Venus
antiqua antiqua tiene que ver con la transformacidn de oo-
gonios de * 30 um en oocitos de * 70 um los que como culmina-
cidn de su desarrollo invaden el lumen del alvéolo.
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La madurez vitelogénica tiene muy poco que ver con los
procesos gametogénicos y meidtices y se relaciona mds bien con
la cantidad de vitelo que ha sido incorporado al ococito.

Segin Crisp (1975) la estrategia larval planctotrdfica de
los moluscos bivalvos consiste en la produccidn de un médximo
nimero de huevos, cada uno con la menor reserva de energfa
posible, pero compatible con un desarrollo exitoso. Este mis-
mo autor nos hace ver que los lipidos pueden almacenar una
mayor cantidad de energfa que los carbohidratos o las protefi-
nas y que al ser mds boyantes constituyen el elemento energé-
tico ideal para los ococitos.

Tan parca asignacidn de energfa hace, sin embargo, que en
la practica cualquier demanda imprevista produzca un déficit
que redunde en oocitos incapaces de poder sobrepasar su propio
desarrollco embrionario. Esto es precisamente lo que puede
ocurrir al sacar los bivalvos marinos de su medic ambiente
natural e introducirlos a las condiciones artificiales del la-
boratorio (Bayne et al. 1975),

Las especies en sus hdbitats naturales se encuentran segun
Bayne et al. (1978) en un estado fisicldgico estable y cual-
quier alteracidn de este estado va a significar un cambio en
clertas tasas internas, que causan un "stress" o tensidn fi-
sioldgica. Bayne (1980) define al "stress" como una altera-
cidn de un estado fisioldgico estable inducido por un cambio
del medio y establece que puede ser medido por medio de la
férmula A-R, que es la diferencia entre la racidén asimilada A
y la energfa perdida por la respiracidn R.

Investigacicnes efectuadas por Helm, Holland & Stephenson
(1973) y por Bayne et al. (1978) han logrado ademds establecer
que existe una relacidn muy clara entre la condicidn del adul-
to reproductor y la sobrevivencia de la larva. Estos mismos
autores han podido comprobar que los reproductores que deben
soportar las bajas raciones y altas temperaturas que caracte-
rizan las condiciones de laboratorio, producen cocitos con una
notoria reduccidn en su contenido de 1fpidos. Esto es expli~
cable si se considera que bajo condiciones de 'stress" la
energia procedente del glicdgeno acumulado no se moviliza en
direccidn a los lfpidos requeridos por la vitelogénesis, sino
hacia la energfa necesaria para los procesos vitales y aquella
indispensable para contrarrestar las condiciones artificiales
(Holland 1978).

Todo lo anterior nos estd indicando que el éxito del culti-
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vo "in vitro" de los moluscos bivalvos estd intimamente rela-
cionado a que se lleve a efecto la madurez vitelogénica del
oocito, por lo que nos parecid hecesario desarrollar algun
método que nos permitiera evaluar la vitelogénesis en los oo-
citos que se pretenden cultivar.

Habiendo observado que el sobrenadante de las suspensiones
de cocitos centrifugados varfa de un especimen a otro en cuan-
to a su transparencia, se nos ocurrid que esta variacidn po-
dria estar relacionada en alguna forma con la vitelogénesis.
Consideramos también que si esta suposicidn podfa ser compro-
bada experimentalmente, estarfamos ante un método rdpido vy
prdctico que nos permitirfa discriminar entre oocitos pre y
post vitelogénicos.

El aumento de tamafio, si bien es cierto, constituye un cri-
terio dtil para oocitos teloleciticos de peces de tamafios ma-
yores a los 600 um, no resulta prdctico en oocitos isoleciti-
cos de bivalvos cuyos didmetros oscilan entre los 60 um vy
70 pum.

El objetivo del presente trabajo consiste en evaluar la
madurez vitelogénica por medic de una relacidn entre el por-
centaje de transmisidn del sobrenadante de una suspensidn de
oocitos centrifugados y el porcentaje de sobrevivencia que
demuestran los oocitos de ese mismo sobrenadante. Mediante
esta relacién se pretende también determinar el valor de
transmisidn que corresponda a una sobrevivencia aceptable para
las larvas de la almeja Venus antiqua antiqua.

MATERIALES Y METODOS

Para obtener las suspensiones de oocitos se eligieron almejas
de dimensiones semejantes (* BO mm) con las que se procedid a
separar las valvas y a guardar las visceras eliminando sdlo el
manto, las branquias y el pericardio. La extraccidn de los
oocitos de la génada se realizd haciendo dos incisiones para-
lelas a los gonoductos terminales y separando la pared gona-
dal. Los oocitos fueron desalojados con una botella para la-
vado con agua de mar filtrada y la suspensidn recogida en un
vasc de precipitado de 250 ml. Debe tenerse cuidado de que la
suspensidn de oocitos alcance pero no sobrepase los 100 ml de
manera que los sobrenadantes comparados tengan igual dilucidn.,
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Se eligieron 5, de mds de 50 suspensiones medidas, cuyos ran-
gos de transparencia se distribuyeron en una gama de porcenta-
jes arbitrarios establecidos (Tabla 1). Los sobrenadantes de
estas 5 suspensiones de oocitos, correspondientes a diferentes
hembras de la especie Venus antiqua antiqua, fueron sepa-
rados con una centrifuga manual y medidos con un fotdmetro
portdtil Delta-50 a 515 nm.

TABLA 1. Andlisis fotométrico de los sobrenadantes de suspensiones de ooci-
tos, de 5 hembras de V. antiqua, seleccionados para cultivo.

MUESTRA DEL SOBRENADANTE % TRANSMISTON
Oocitos muestra hembra NO 1 66%

" " " No 2 349

" " " e 3 30%

1 " " NO & 22%

" " n nNe s 15%

Aproximadamente 300.000 oocitos procedentes de cada una de
las 5 hembras seleccionadas fueron cultivados separadamente
bajo idénticas condiciones, obteniéndose para cada cultivo un
porcentaje de sobrevivencia en un miximo de 22 dias de cultivo.

La cantidad de cocitos se estimd en base a su volumen com-
pacto (Tabla 2).

TABLA 2. Tabla relacién volumen compacto, nimero de cocitos de V. antiqua.

Volumen compacto Nimero de cocitos

4.0 ml 2.600.000
3.5 ml 2.300.000
3.0 ml 2.000.000
2.5 ml 1.600.000
2.0 ml 1.300.000
1.5 ml 1.000.000
1.0 ml 600.000

.5 ml 300.000
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Los oocitos fueron activados con NHyOH O.1N y fertilizados
con espermios mdviles. El cultivo de larvas se efectud en
baldes de 10 1 con aireacidn moderada y bajo luz tenue (Loosa-
noff & Davies 1983). El agua de mar se irradid con luz ultra=-
violeta (1 hora), se filtrd y se cambid cada dos dfas. Debe
tenerse el cuidado de no irradiar el cultivo especialmente
durante la segmentacidn del oocito.

La alimentacidn de las larvas estuvo constituida por 50 ml
de Tetraselmis suecica sometida a2 antibidticos 4 horas
antes de ser incorporada al cultivo (Cloromicetina 4 mg/l).
El alga se centrifugd a 3500 rpm, se reconstituyd en agua de
mar filtrada, la que se volvid a filtrar en una red de 45 um
momentos antes de ser ofrecida a las larvas (Walne 1956).

El nimero de larvas vivas de los cultivos comparados, fue
estimado cada dos dfas para lo cual se extrajo 1 ml de cultivo
:n agitacidn, el que se fijé y se contd en una celda cuadricu-
lada del mismo volumen.

Los valores de sobrevivencia larval de los oocitos cultiva-
dos fueron comparados con los porcentajes de transmisidn de
los sobrenadantes correspondientes.

Los sobrenadantes de otras 5 hembras con diferentes porcen-
tajes de transmisidén fueron separados para los efectos de ana-
lizar su contenido de 1{pidos de acuerdo al método de Bligh &
Dyer (1959). Para la ejecucidn de este método se mezclaron
20 ml de sobrenadante con 50 ml de alcohol metflico y 50 ml de
cloroformo, lo que se agitd durante 30 minutos. A continua-
cidn se agregaron 40 ml de agua destilada y se procedid a agi-
tar en un embudo de decantacidn durante 30 segundos. Después
de 5 minutos se separd la capa clorofdrmica la que se centri-
fugd a 2000 rpm durante 5 minutos. Finalmente se pipetearon
20 ml de sobrenadante a un vaso previamente tarade, del que se
evapord el contenido 1lfquido, calculdndose el pesoc de los
1{pidos totales en mg/20 ml.

RESULTADOS

En 1la Fig. 1, se indica la curva de sobrevivencia durante 22
dfas, de los oocitos de los 5 cultivos, provenientes de cada
una de las 5 hembras seleccionadas.
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fig. 1. Curvas de sobrevivencia para los oocitos cultivados, provenientes de
5 hembras de V. antiqua. Se indica el total de larvas y el porcenta-
je de ellas que alcanzaron los 22 dias, en los 5 cultivos.

La comparacidn efectuada entre los porcentajes de transmi-
sidn de los sobrenadantes y los porcentajes de sobrevivencia
correspondientes de los ococitos cultivados, demostrd que las
sobrevivencias mayores pertenecian a los valores mds altog de
los porcentajes de transmisidn (Tabla 3). Al mismo tiempo, la
comparacidn efectuada entre los porcentajes de transmisidn y
el contenido total de lipidos de sobrenadantes, demostrd que
los valores de transmisidn mds altos tenfan una menor cantidad
de lipidos totales (Fig. 2). Esto fue interpretado como que
aguellos sobrenadantes de mayor transparencia, o sea, mencs
"lechogos™ que han incorporado todo el vitelo suspendido al
oocite, corresponden a gametos de una madurez vitelogénica
mucho mds avanzada.

El "test" que presupone el presente trabajo, se reduce a
establecer una escala de transparencia del sobrenadante que
refleje el estado de madurez de los oocitos que contiene. Es-
ta escala nos permite fijar un 1imite bajo el cual no vale la
pena iniciar un cultivo, lo anterior debido a que las medicio-
nes efectuadas bajo el limite establecido (Tabla 3), pronosti-
can una sobrevivencia larval demasiado baja. E1 poder evaluar
cuantitativamente la madurez de los gametos que van a ser fer-
tilizados constituye una ventaja ya que permite rechazar aque-
llos gametos inmaduros antes de vernos involucrados en los
complejos preparativos que requiere el cultivo.
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Fig. 2. Comparacidn entre % de transmisién, 1fpides totales y madurez vite-
logérica del oocito.

Deben ser descartados del presente andlisis aquellos espe~
cimenes en evidentes malas condiciones. Corresponden a esta
categoria almejas excesivamente parasitadas cuyas suspensiones
contienen escasa cantidad de gametos, la mayorfia en avanzado
estado de autolisis. Estos casos extremos aunque pueden dar
valores altos de transmisidn son afortunadamente escasos y
fdciles de detectar. Generalmente una inspeccidn macroscdpica
de la gdénada delata una coloracidn obscura debido a la falta
de desarrollo gametogénico en torno a la gldndula digestiva.

Las mediciones efectuadas en el presente trabajo dejan en
claro que cultivos con oocitos cuyos sobrenadantes expresan un
30% de transmisidn producen un 1.3% de sobrevivencia, valores
de un 66% de transmisidn, sin embargo, producen un 20% de so-
brevivencia (Tabla 3).

DISCUSION

Un andlisis mds profundo de lo que es la madurez del ococito,
nos ha permitido discriminar entre tres aspectos que hay nece-
sidad de diferenciar cuando nos referimos a los estados de
madurez sexual! de la génada. El primer aspecto se refiere a
la madurez gametogénica, la que diferencia los estados morfo-
1égicos del oogonio y el oocite principalmente por medio de
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TABLA 3. Tabla relacién del % de transmisidn, % sobrevivencia y madurez vi-
telogénica de los oocitos, basada en el &xito de sobrevivencia
larval hasta 22 dfas, en cultivos de 5 hembras seleccionadas de
V. antiqua.

% TRANSMISTON % SOBREVIVENCIA MADUREZ
VITELOGENICA
(652 66% 20% maduros nite
8 tablecido

34% 1.6% e
30% 1.3% inmaduros
22% 0.0%
15% 0.0%

sus dimensiones. El segundo aspecto se refiere a la madurez
meidtica, proceso que activa el oocito, sacdndolo de su arres-
to en profase. El tercer aspecto se refiere a la madurez vi-
telogénica, la que tiene que ver con la incorporacidn por me-
dio de la pinocitosis, de los grdnulos de vitelo que propor-
cionardn al oocito la energfa necesaria para sobrepasar exito-
samente la fase larval.

Nuestras observaciones respecto a los mecanismos que rigen
la reproduccidn de los moluscos bivalvos, nos han lievado a
considerar que los resultados irregulares que se observan en
los cultivos de larvas en el laboratorio, se deben, en gran
parte, a una falta de madurez vitelogénica de los oocitos fer-
tilizados. Lo anterior implica que una adecuada evaluacidén de
la madurez del oocito es imprescindible antes de proceder a su
fertilizacidn.

Eble (1969) nos sefiala que si bien es cierto que en los ma-
miferos, el almacenamiento del glicdgeno se lleva a efectc en
el hfgado, en los bivalvos existe una reduccidn de la funcidn
hepdtica en este sentido, lo que ha resultado en la prolifera-
cidn de tejido de Leydig cerca de la gdnada con los fines de
un almacenamiento mds localizado del glicdgeno.

La madurez vitelogénica de la gdnada implica: depositar la
energfa procedente de los alimentos en ese "venfculo" consti-
tuido por el glicdgeno, almacenar este glicdgeno en las célu-
las de Leydig para su posterior utilizacidn (Bayne et al.
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1978), transformar el glicdgeno acumulado a 1{fpidos (princi-
palmente triglicéridos), e incorporar estos lipidos al oocito
(Fig. 3, Gabbott 1976).

Manto

ALIMENT0 ~——— | GLICOGENO

Triosa fosfitn Acidos grasns  ———mr ENERGIA

TRIGLICERIDOS

Huevos

fig. 3. Almacenamiento y transformacién del alimento en energia (Mytilus
edulis) seqin Gabbott 1976.

Como podremos apreciar la vitelogénesis requiere de una
conversidén de glicdgeno a 1fpidos (lipogénesis) (Fig. U,
Gabbott 1976), los que en iultima instancia conforman la parte
de los grdanulos de vitelo que permite el desarrollo lecito-
tréfico de la larva.

Bajo condiciones naturales, la vitelogénesis del gameto
femenino ocurre durante el arresto en profase de la primera
divisidn meidtica (Fig. 5) y es durante este receso meidtico
cuando al promediar condiciones ambientales favorables se da
inicio a esta vitelogénesis. Como hemos podido apreciar las
larvas de los moluscos bivalvos necesitan del vitelo acumula-
do, debido a que durante la segmentacidn son lecitotrdficas y
s6lo dejan de serlo cuando estdn en condiciones de procurar su
propio alimento.

Los 1fpidos provenientes de las células de Leydig, son el
resultado de la transformacidn de glicdgenc en triglicérides y
son incorporados al oocito junto con la vitelogenina. Hay
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GLICOGENO TRIGLICERIDOS

Acdos
Glucosa t fosfato - 3303

Glucesa 6 fosfato NADP*+

X Acyt CoA graso
‘XNADPH Acetyl CoA

Pentosa fosfato

Triosn fosfato
Fig. 4. Lipegénesis segiin Gabbott 1976.

necesidad de establecer, sin embargo, que la protefna, aunque
cuantitativamente mayoritaria, no constituye la base energéti-
ca del oocito. Tanto los lipidos como la vitelogenina al pa-
recer se introducen al oocito a través del foliculo mediante
una pinocitosis. Esta heterosintesis mds otras autosintesis
propias del ococito constituyen los grdanulos del vitelo que van
a nutrir la larva.

Nuestras experiencias han logrado demostrar que sdlo la
activacidn y fertilizacidn de oocitos post vitelogénicos con-
duce a cultivos en los que se puede esperar un porcentaje de
sobrevivencia adecuado (Tabla 3). De lo anterior se desprende
la importancia de poder determinar si la suspensidn de oocitos
que deseamos fertilizar es pre o post vitelogénica.

Los resultados obtenidos nos han permitido establecer que
en especimenes en buenas condiciones, los porcentajes de
transmisidn mds altos corresponden a oocitos post vitelogéni-
cos. Ademds los resultados provenientes del andlisis de la
cantidad de lipidos correspondientes a los sobrenadantes medi-
dos, nos permiten concluir que aquellos sobrenadantes de mayor
transparencia, o sea, menos "lechosos", que han incorporado
todo el vitelo suspendido al oocito, corresponden a gametos de
una madurez vitelogénica mucho més avanzada (Fig. 2).
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Fig. 5. Esguema de la madurez meidtica.

En el presente trabajo se cultivaron fertilizaciones de
oocitos cuyas aguas ovulares (sobrenadantes) mostraban porcen-
tajes de transmisidn que van desde 15% a 66% (Tabla 1), y se
pudo comprobar que con las transparencias que estdn sobre el
65% se pueden obtener porcentajes de sobrevivencia de 20%,
mientras que en los cultivos correspondientes a un agua ovular
de 34% se obtuvo un porcentaje de sobrevivencia de sélo un
1.6%. Valores de 22% y 15% de transparencia no acusaron so-
brevivencia (Tabla 3).

Las cifras anteriores nos permiten efectuar una clasifica-
cidn preliminar de los oocitos de la almeja Venus antiqua
antiqua en la que se considera como oocitos post vitelogéni-
cos a todos aquellos cuyos sobrenadantes acusan un porcentaje
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de transmisidén que sobrepase el limite arbitrariamente esta-
blecido de 65% y como oocitos pre vitelogénicos a todos aque-
llos oocitos cuyo sobrenadante acuse un porcentaje de trans-
misidn inferior a ese 1imite (Tabla 3).

El ideal es que el oocito reinicie su meiosis en el estado
post vitelogénico donde las reservas de vitelo son las sufi-
cientes como para asegurar un desarrollo adecuado, lamentable-
mente bajo condiciones artificiales la meiosis también puede
ser reasumida cuando los oocitos se encuentran en un estado
pre vitelogénico y es bajo estas condiciones donde la falta de
vitelo incorporado impide un desarrocllo larval adecuado.

Es posible que el presente trabajoc se aleje un poco de los
conceptos tradicionales de madurez, los que durante los dlti-
mos afios han sido considerados como los procesos que conducen
al oocito a ser competente para la fecundacidn. Nosotros he-
mos querido hacer ver que el concepto tradicional de madurez
es incompleto, ya que no basta que el oocito sea competente
para ser fecundado. Los cultivos efectuados en el laboratorio
han demostrado una y otra vez que el éxito de la fecundacidn
"in vitre" no asegura una sobrevivencia larval. También se ha
logrado comprender que la transformacidn del glicdgeno a 1{pi-
do con el fin de ser incorporado al oocito puede, bajo situa-
ciones de "stress", seguir otra via sin llegar al oocito. Por
lo tanto, debemos aceptar que aunque pueda existir &xito en 1la
fecundacidn "in vitro", este éxitoc resulta esfimero cuando no
se encuentra acompafiado de una madurez vitelogénica.
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