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FECUNDACION Y DESARROLLO EMBRIONARIO DE CHOROMYTILUS
CHORUS (MOLINA, 1782) (BIVALVIA, MYTILIDAE).

Pedro H. Toledo, Gilda Bellolio y Enrique Dupré*

ABSTRACT. Fertilization and embryonic development of
Choromytilus chorus (Molina, 1782) (Bivalvia, Mytilidae).

Fertilization and embryonic development of the chilean giant
mussel is described as seen by ligth and scanning electron
microscopy.

The oocytes are released at first meiotic metaphase. They
are irregularly shaped and become spheric after being in contact
with ses water. Spermatozoa belong to the primitive type,
consisting of an ovoid head with a conic acrosomal complex, 3
middle piece with 4 to 5 mitochondria and a tail.

At a temperature fluctuating between 18 to 20°C, the first
polar body is formed at 30-60 minutes postfertilization (pf.)
and the second polar body is formed at 65-70 minutes pf. Polar
lobes are observed during the first three divisions. The
cleavages are holoblastic and unequal. The first two divisions
are vertical and the third cleavage is equatorial and spiral
(dexiotropic). Succesive cleavages of the egg give rise to 2
ciliated sterroblastula at 4:05 h pf. Gastrulation occurs by
epiboly and emboly simultanecusly. The vitelline coat is pre-
sent during all the embryonic development. The trocophore lar-
vae are formed at 12 h pf. indicating the end of the embryonic
stage.
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INTRODUCCION
Choromytilus chorus es un mit(lldo externa emltlendo sus gametos al ague
gonocérico que presenta fecundaclén de mar en donde ocurre la fecundaclén
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(Lozada et al. 1971, Cortés 1878013,
Lozada & Santa Cruz 1979). Ch. chorus
se distribuye en el océanc Paclilico
desde Callao en Perd hasta el estrecho
de Magallanes y Canal Beagle en Chlle
(Osorlo et al. 1979).

Los ovocltos de los moluscos blval-
vos son desovados sin haber conclufdo
su proceso melético (Longo 1976, Sastry
1979).  En el caso de los ml+f|ldos se
ha reportado dos tipos de ovocltos
primarios desovedos: a) ovocltos en
estado de profase melétlca con vesTcula
germinal (Mytllus edulls, Reverberl
1971, Bayne 1976 y Choromyt!lus chorus,
Lozada et al. 1971, Cortés 1978); b)
ovocltos en estado de primera metafase
(M. edulls, Sastry 1979, Longo 1983).

Se ha reportado que la forma de los
ovecltos reclén desovados es Irregular
en Choromytllus meridicnalls (Grifflths
1977), Ch. chorus (Cortés 1978) y
Mytllus edulls (Bayne 1976, Mackle
1984) a causa de la compresién que
experimentan en el Interior de la gbna~
da madura y despubs de ser |Iberados
asumen la forma esférlca. SIn embargo,
Chaparro & Senhueza (1986) y Bernard et
al. (1988) sefialan que Ch. chorus vy
Brachldontes virglllae respectiyements,
desovan ovocltos de forma esférica.

Los espermatozoldes del tipo priml-
tive son caracterfstlicos de especles

cuya fecundacién es externa como en |[a
mayorfa de los blvalves (Jamleson
1987), y han sldo descritos en los
mitTlfidos Choromytllus merldionalls,
Mytilus galloprovincialls, Aulacomya
ater (Hodgson & Bernard 1986) y Brachl-
dontes virglllse (Bernard et al. 1988).

El primer evento en el proceso de
fecundacién es la Interacclén del es-
permatozolde con la cublerta del ovocl-
to donde se produce |a reacclén acrost-
mica exponlendo el proceso acrosémleo
(Longo 1983). Luego ocurre |a Incorpo-
raclén del espermatozolde dentro del
ovoclto el que relnlcta la melosis.
Posterlormente se forman los pronficlecs
y se condensa la cromatlna (Longo
1983). En Mytllus edulls la superficle
proximal de los pronficlecs mascul fno y
femenlno se contactan sin  fuslonarse,
se condensan los cromosomas y  sl-
multéneamente se rompe la envoltura de
ambos pronlicleos forméndose la primera
metatase mit6tica (Longo 1983).

Estudlos concernlentes a etapas em—
bricnarlas en mI+TIldos se han reallza-
do princlpaimente en Mytilus edulls vy
Brachldontes viIriglilae (Prieur 1971
(2}, Reverber! 1971, Bayne 1976}. EI
conoclmlento del desarrollo embricnario
de Choromyt1lus chorus es escasc. Los
estudlos efectuados sobre el desarrollc
tempranc de esta especle se refle-
ren  princlpalmente a datos morfo-

(1) Cortés L., P. 1978. Cultivos experimentales de Choromytilus chorus en 1a TV
Region. Informe Final, Sub-Proyecto del Centro de Investigaciones Submarinas
Universidad del Norte, Coquimbo, 63 p.

(2)  Prievr, D. 1971. Recherches bibliographiques sur le developpement embryo-
nnaire des mollusques bivalves. Memoire d'etudes approfondies d'Oceanngraphie
Biologique, Universite de Paris. 35 p.
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métricos de |les etapas lervales (Lozada
et al. 1971, Chaparro & Sanhueza 1986),
carecléndose de estudlos detallados de
su embrlogénesis.

El objetlivo del presente trabejo es

MATERIALES Y

Indlviduos adultos de Choromytilus
chorus extrafdos durante el mes de
septlembre de 1989 desde Los Choros
(20° 14's, 71° 30'W), 120 km al norte
de la cludad de La Serena, se ublcaron
en estanques de 30 | con agua de mar
clrculante a una temperatura que
fluctud entre 15 y 19°C y sallnidad de
32 ppm, alreaclén constante y sobreali-
mentacién diarfa durante 30 dfas con
mleroalgas lsochrysis sp. y Chaetoceros
sp. Para Induclr la emlsién de game—
tos, los Indlviduos se mantuvleron en
saco a 42C durante 8 h, luego se proce-
di6 a |lmplar las valvas & temperatura
amblente con un ceplllo y se pusleron
en agua de mar mlcrofilirads y esterl-
Ilzada con U.¥. a 17°C en contenedores
tndlviduales de 1 |, donde la emislén
de gametos se produce esponténeamente
despuds de 1 a 1:30 h.

La concentraclién espermética utlll-
zada en la Inseminaclén fue de 7 esper—
matozoldes por ovoclto.

La mantenclén de embriones se reall-
z6 en reclplentes de pollcarbonato de
50 | con agua de mar mlcroflltrada vy
esterilizada con U.V. La temperatura de
los estanques oscllé entre 18 y 20°C.

Gametos, obtenides tanto desde el

describir 1a fecundacién y el dessrro-
lle embrlonarle de Chorommyt1! lus
chorus, con mlcroscopfa de luz y elec-
trénlca de barrido.

METODOS

s1f6n exhalante como del medle, clgo-
tos y embriones de Choromytilus chorus
fueron flJados con Glutaraldehldo al 2%
segln Turner & Boyle (1574) durante 48
h & 4°C, lavados en agua de mar mlcro-
flltrada y deshldratados en concen—
treclones creclentes de etencl. Una
parte de las muestras fueron Incluldas
en glicel metacrilato JB-4 (Polysclen—
ces Inc., 1982), cortadas en secclones
de 2-3 um de grosor, tefildas con Azul
de Metlleno-Fucsina Baslca ("tInclén de
Lee") y observadas en el mlcroscoplo de
luz. El resto de |as muestras, que fue
preparada para 12 observaclién al mi-
croscoplo electrénlco de barrldo (MEB),
fueron secedas en un asparato de punto
crftico con CO0Z ITquido como medle
Intermedlarlo, cublertas con oro en una
sombreadora JEOL JFC~1100 y anallzadas
en up MEB JEOL JSM T-300.

Con el propésito de determinar la
presencla de veslcula germinativa vy
membrana de fecundaclSn se anallzarcn
460 secclones de ovocltos recién deso-
vados, sln fecundar y 300 secciones de
ovocltos fecundados respectivamente.
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RESULTADOS

Los ovocltos de Choromyt1lus chorus son
desovados en estado de primera metafase
melStica. Su forma en el momento del
desove es Irregular y adqulere forma
estérlica con un dlémetro promedlo de
67.1 % 5.4 um (N=30), 30a 60 se-
gundos despubs de entrar en ceontacto
con el agua de mar. Presente una
cublerts vitelina de 1.5-2 um de espe-
sor con textura externa granular (Flg.
1, 2y 7

Los aspermatozoldes son del +lpo
primlitive (Flg. 1): la cabeza con 4 um
de longltud presenta nlclec ovelde y
un acrosoma de forma cénleco. La pleza
medla contlene 4 & 5 mitocondrias de 1
um de diémetro cada una y el flagelo
tlene una longitud de 43 um.

A partir de los 5 mln de reallizada
la Inseminaclén se observé espermeto-
zoldes reacclonados con el proceso
acrosbmico expuesto en forma de +tallo
sobre la cublerta vitelina de los ovo-
cltos (Flg. 2). MNo se observé reacclén
cortlcal nl membrana de fecundaclé&n.
Los ovocltos primarios relniclan la
melosls despufs de la Interaccién ovo-
clto - espermatozelde producléndose dos
polocitos y un pronlcleo femenlino (Flg.
3). EI primer poloclto se libera entre
los 30 min y 1 h post-fecundaclén (pf.)
y el segundo entre 1:05-1:10 h pf.

Entre las 1:10 y 1:20 h pf. se pro-
duce el contacto de los pronficlecs
mascullno y femenlno sin producirse la
fuslén de sus membranas. Ambos estén
desplazados levemente hacle el polo
anlmal (Fig. 3). Con la Ilberacién del
segundo polocito, entre 1:05-1:10 h

pf., se segrega el primer ISbulo polar
en el polo vegetativo del embrién (Fig.
4) y es resbsorbldo antes de la primera
segmentac!én.

Al Iniclo de la primera dlvisién de
segmentacién que ocurre & partir de
1:20 h pf. se observa el segundo ISbulo
polar quedando el embrl&n en estado de
"trébol" y &ste se reabsorbe en el
blastémero CO (Fig. 5).

El primer surco de segmentaclébn es
merldional y total, Inlcléndose en el
pelo animal entre 1:20y 1:35 h pf.
Se producen dos blastbmeros AB y CO,
slendo este Gltimo de mayor temafic que
el blastSmero AB debldo a la Incorpora=
cl6n del segundo I6bulo polar.

El segundo surco de segmentaclén que
es merldional, total y con un leve
&ngulo respecto al primero, aparece en
el pele anlmal entre 1:50 - 2:05 h
pf. y va acompafiado del tercer y GlItimo
I6bulo polar observado., Esta segmenta-
clén orlgline 3 blastémeros equivalentes
en tamafio (blastémeros A, B, C) y uno
de mayor dimensi&n (blastémero D) debl-
do a la Incorporaclén del tercer I&bulo
polar. Por el cerfcter esplral de la
segunda segmentaclién los blastmercs A
¥ C se contactan hacla el pole animal
mlentras que los blastSmeros 8 y D 1o
hacen hacla el pole vegetetivo.

El tercer surco de segmentacl6n
aparece entre 2:00y 2:30 h pf. Es
supraecuatorlal y en esplral y orlglna
una mérula de 8 blastémeros: 4 mlcréme—
ros en el polo anlmal ublcados sobre
los ITmltes de los macrSmeros y despla-
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zados en sentido horarlo o dexlotrépl-
camente y 4 mecrémeros en el polo vege-
tatlvo.

Después de esta segmentaclén se
plerde la sincronfa de ias divisiones,
observlndose entre 2:40-3:05 h pf. una
mérula con 12 blastémeros.

La blé&stula aparece a las 3:30 h pf.
y finaliza a las 7:00 h pf. con el
Inlelo de la gastrulacién. Choromy-
+1lus chorus presenta una bléstule del
+1po esterobléstula (Flg. 6&). A las
4:05 h pf. se evidencia la presencla de
cilios en una dlsposlclén regular que
sefialan la ublecacién de 16 frocoblastos

primerlios distribuldos en & reglones
supraecuatorlales y equldlistantes entre
sT (Flg. 7). Los polocitos estén pre-
sentes sélo hasta esta etapa (Flg.8).

La gastrulaclén en Choromytilus
chorus se genera por eplbolfa y embo-
1fa. Los mlcrémeros o ectSmeros en—
vuelven & los macrémeros que luego al
Invaginarse se denomlnar8n endémeros.
En corte transversal se cobserva un
espaclo Interblastomérico (Fig. 9), vy
los embriones en esta etapa poseen un
leve movimlentoe rotatorio Indlcando el
final de l|la etspa embrionarfa. La
cublerta viteline se mentlene durante
todo el desarrollo embrlionario.

DISCUSION

Choromytllus chorus presenta espermato-
zoldes morfoléglcamente slimllares con
los mI+f1ldos Ch. meridionalls, Mytilus
galloprovinclalis y Aulacomya ater
(Hodgson & Bernard 1986).

Los dlémetros de los ovocltos deso—
vados determinados en el presente es-—
+udle no colnclden con los obtenldos
por Cortés (1978) cuyos reglistros oscl-
laron entre 54 y 89 um de dlémetro nl
con Lozada et al. (1971) qulenes sefia-
lan que el dlémetro medlo de los ovecl-
tos desovados fue de 52 aum. Estas
diferenclas podrlan deberse a varia-
clones Interpoblaclionales como se ha
reportade en Pecten maxlmus (Paulet et
al. 1988) donde los ovocltos desovados
de la poblacién de bahTa 5t. Brisuc son
de mayor dlmenslén en comparaclén & los
ovocltos desovados en bahTa Brest.
Otra explicaclén posible para esta

diferenclia en el tamafio de los ovecltos
podrfa ser la &poca del afio en que se
reallzaron los descves como sefialan
Kraeuter et al. (1982) qulenes encuen-
tran dlterenclas IntraespecTflcas slg-
nlficativas en el tamafio de los ovocl-
tos desovados en dlferentes &pocas del
afio de Mercenaria mercenarla.

Cortés (1978) y Lozada et al. (1971}
observaron vesTcula germinativa en los
ovocltos reclén desovados, sln embargo
en el presente estudlo no se reconocid
nlicled™ proffslco en observaciones de
ovocltos reclén desovados nl en
secclones hlstolSglcas de &stos. Al
lgual que Mytllus edulls {Sastry 1973,
Longo 1983) los ovocltos de Choromy-
t+ilus chorus son desovados en primera
metatase melética.

Cortés (1978) sefiala que los ovocl-
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tos de Choromytifus chorus post-fe-
cundaclén presentan membrana de fe-
cundaci&én, lo cual no fue abservado en
ningunc de los cortes de ovocltos fe—
cundados anallzados. Esto colnclde con
lo sefialado por Raven (1966) para pele—
clfpodos en general y Longo (1983) para
Mytilus edulls.

La morfologfa del ovoclto primarioc
de Choromytllus chorus en el momento
mlsmo del desove resulta comprimida,
colncldlendo con lo sefialado por Cortés
(1978) para esta misma especle, por
Bayne (1976) para Mytllus edulls, por
Grifflths (1977) pera Choromyt!lus
merldlonalis y  Aulacomya ster Y por
Mackle (1984) para blvalvos en general.
El contacto con el agua provoca el
camblo morfoléglco en el ovocito de Ch.
chorus el que asume la forma estérica a
los pocos segundos (30 a 60 segundos).
Chaparro & Sanhueza (1986) sefialan que
los ovocltos reclén desovedos de este
especle son esférlicos, lo que hace
supcner que |la observaclibn fue reall-
zada 1 min después del desove.

La Interaccién de los gametos mas—
culino y femenino poroduce entre las
1:10 y 1:20 h pfs la formaclién de los
pronlicleos de ambos gametos, los cusles
no se fuslonan como en otros pelecipo-
dos (Kume & Dan 1968, Sastry 1979},
sino que ocurre un estrecho acercamfen—

to de los pronliclecs simllar & Mytllus
edulls y Splsula (Longo 1983).

Posteriormente ocurre la condensa-
clén de los cromosomas y rompimlento de
les membranas pronucleares, permitiendo
la organlzaclén de los cromosomas mae—
ternos y paterncs en el primer husc
mitético flnallzando asl el proceso de
fecundacién.

El tlempo que demora el embrién en
cada una de las etapas del desarrollo
depende en gran medlida de la tempera-—
ture del medlo, a una mayor temperatura
el desarrcllo tempranc se acelera
(Loosenoff & Davies 1963, Sastry 1979,
Chaparro & Sanhueza 1986). A la tempe-
ratura de 19 £ 1°C el presente estudlic
determiné que el desarrollo embrlonarlio
del Choromytllus chorus demora 12 h
desde la primera segmentaclédn hasta la
epariclén de la larva trocbfora, mien—
tras que Chaparre & Sanhueza (1986)
sefialan que a 16.5 £ 0.5°C de tempera-
tura el tlempo requerido es 19 h para
la misma especle, ratiflcando la hips-
tesis planteada por dlversos autores
anterlormente. Serla necesarlo deter-
minar el tlempo que demora el desarro—
ilo embrlonarlo a diferentes tempera-
turas a fln de estandarlzar estos re-
suftados y cuantificar la [Importancia
de este factor ablétlco en le
embr logénes|s.
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Manuscrito recibido en agosto de 1990 y aceptado en octubre de 1990,

Fig. 1. Espermatozoide de Ch. chorus visto al MEB, presenta acrosoma (A), nicleo
(N), mitocondrias (M) y flagelo (F). Nitese la textura de la cubierta
vitelina (MV). Barra = 1pm.

Fig. 2. [sparﬁatozuides reaccionados de Ch. chorus, vistos al MEB, sobre cubierta
vitellina del ovocito (MV), proceso acrosomal expuesto (PA). Barra = Tum.

Fig. 3. Corte a través de un ovocito fecundado observado a microscopia de luz,
1:90 h pf. Primer polocito (P1), sequndo polocito (P2), pronicleo femeni-
no (PF), proniicleo masculino (PM) y polo vegetativo (PV). Barra = 20 pm.

Fig. 4. Primer 1dbule polar (L) viste al MEB. Barra = 20 mum.

Fig. 5. Embridn en estado de "trébol", visto al MEB, 2¢ 1dbulo polar (2L), blastd-
meros AB y CD. Barra = 20 um.
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Fig. 6.

Fig. 7

Fig. 8.

Fig. 9.

Estereoblistula seccionada observads a microscopia de luz, & h pf. Micro-
meros (MI) y macrdmeros (MA). Barrz = 10 pm.

Los 4 trocoblastos primarios, vistos al MEE, iniciande la ciliacidn,
4:05 h pf., note la cubierta vitelina. Barra = 12 gm.

Blastula ciliada y polocitos (PG}, 6 n pf, vistos al MEB. Barra = 12 pm.

Gastrula seccionada otbservads a microscepia de luz, 7 h pf. Micrimeros
(MI), macrdmeros (MA) y espacio interblastomérico (5). Barra = 12 um.








