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ULTRAESTRUCTURA DE LA CAPSULA OVIFERA DE Concholepas
concholepas (BRUGIERE, 1789) (GASTROPODA: MURICIDAE)

ORLANDO GARRIDO! y CARLOS S. GALLARDO?

ABS'I'RACT Gamdo, 0. & CS Gallardo. 1993. Ultrastructure of the egg capsule of
SH 1789) (G: poda: Muricidae). Revista de Etologia
Manm, ﬁ.'alpamjso 28(2): 191-201.

The esg—capsule structure of the snail Condiol xﬂ'ﬂ conchiolepas was studied with
to microstructural characteristics of the capsule-wall
components, six ’ily!rs or laminae were identified. Theillnclude a) a thin finely
fibered outer lamina, corrugatedly folded which probably serves as a barrier to
invasion by microorganisms, b) four middle fibered layers, the most noticeable of
them being an intermediate vacuolated lamina whose functions could be related to
structural support and water retention and cLa thin layered sac that completely
surrounds the albumen or capsular fluid in which the embryos are contained. The
three most external la ipate in the build up of escape aperture rim,
the stalk and the bas late of the capsule,
Qur findings are alm compared with the pattern of laminar structure found in
other muricacean gastropods in order to discuss if there is a common wall structure
in the egg-capsules of this selected family.
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RESUMEN: Garrido, O. & C.S Gallardo. 1993, Ul t de la cdpsula ovifera

de Condh idre, 1789) (Gastropoda: Muricidae). Revista de

Biologfa Marina, Valpara[ao 23{2} 191-201.
La cdpsula ovifera del caracol marino Condmtepas m.ndmlqpﬂ& es estudiada a nivel

ultraestructural utilizando técnicas conv pla electrénica de
transmision y barrido. Se analizan 4 regiones de la ovicdpsula: cuerpo o lar, opér-
culo, pedﬁnr:l.du y base cementada al sustrato.

En la pared del cuerpo capsular, se d ian 6 capas o ldmi ue desde la

superficie hacia el interior comprenden: a) una delgada cubierta externa fibrilar y con
repl.lesues superficiales, que actuarfa como barrera contra la invasién de microor
nismos, b) cuatro capas fibrilares intermedias, siendo la mis notable de ellas una
mina central vacuolada o estrato esponjoso que actuarfa como soporte estruclu:al y
medio de retencién de agua ijl un saco tenue interior que contiene el albumen con
los embriones en suspension opéncu]o consta de un tapén muco-fibroso rodeado
grcxalmente solo por las cubiertas mas externas del cuerpo capsular, las mismas que
salmente constituyen el pedinculo ovicapsular. La base de adherencia al sustrato
consta de una secrecién cementante fibrilar en la cual se internan ramificaciones del
estrato esponjose peduncular.
Muestros hallazgos son comparades con la estructura laminar encontrada én
L.ﬁpsujas de otros gastrépodos muriciceos y se discute el patron estructural de la pa-
psular que en g | caracteriza a caracoles de la familia Muricidae.

Falabras claves: Cdpsulas oviferas, ultraestructura ovicapsular, Concholepas
mndwlepas sas(mpodos
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INTRODUCCION

La encapsulacién provee un mecanismo
eficiente para el desarrollo benténico de
huevos y embriones de algunos inverte-
brados marinos. Particularmente en gas-
trépodos prosobranquios, tal estrategia
ha alcanzado una de sus mayores diver-
sificaciones en la radiacién adaptativa de
dichos moluscos. Atn cuando estin
constituidas por material orgénico inerte,
las cdpsulas oviferas poseen una morfo-
logia y patrén estructural que se ajusta a
los roles funcionales que dichas estructu-
ras deben cumplir. El conocimiento de la
composicién y estructura de sus paredes
resulta bésico para cualquier proposicién
sobre el origen, rol funcional y relaciones
evolutivas de los diferentes patrones es-
tructurales observad Sin embargo
gran parte de la informacién morfolégica
existente se refiere a caracterfsticas ma-
croscopicas de cépsulas y oviposturas
como se destaca en las revisiones hechas
por Webber (1977) y mis recientemente
por Pechenik (1986). Una descripcion de
la estructura externa de ovicdpsulas de
Neogastropoda es hecha también por
Bandel (1975, 1976, 1982) y por D'Asaro
(1986); este Gltimo autor (D'Asaro 1991)
ha hecho una acabada revisién descrip-
tiva de las oviposturas de Muricidae
reunidas en la coleccibn de Gunnar
Thorson.

Pocos estudios se han preocupado
de conocer la micro- y ultraestructura de
las cdpsulas oviferas. El primer trabajo
conocido sobre el tema es el de Dulzetto
(1950} en Murex trunculus Linné.
Posteriormente destaca el trabajo de
Tamarin y Carriker (1967) en Urosalpinx
cinerea (Say) quienes describen una ovi-
cépsula de cuatro liminas compuestas de
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moléculas semejantes a protefnas y liga-
das en una matriz similar al coligeno.

Estudios histoquimicos sobre la
pared capsular y sus capas han sido rea-
lizados por Bayne (1968) y Gruber (1982).
Investigaciones sobre el orfgen y ultraes-
tructura de protefnas capsulares son las
efectuadas por Flower ef al. (1969) y
Flower (1973) mientras que la estructura
fisica y quimica de la pared ovicapsular
de Ilyanassa obsoleta Say es descrita por
Sullivan & Maugel (1984).

D'Asaro (1988) hace un estudio
comparado entre especies de diferentes
familias de neogastré6podos en un intento
por definir patrones estructurales ovi-
capsulares que distingan a especies de
una determinada familia o taxén supe-
rior. Para caracoles muriciceos confirma
la existencia de una pared ovicapsular
formada por 4 liminas estructurales de

imilar origen y funcién. Sin embargo los
antecedentes comparados que él utiliza
incluyen atn muy pocas especies y si
bien los estudios aportan descripciones
micromorfolégicas, muchas de ellas se
basan en té de limitada definicion
ultraestructural. Observaciones mas de-
talladas sobre la naturaleza y grado de
afinidad entre los componentes de la ovi-
cdpsula, requi de los antecedent
que en este sentido pueda aportar la mi-
croscopia electrénica. Un estudio ultra-
estructural de este tipo es el que presen-
tamos aqui para el caso del caracol
Muricidae Concholepas concholepas. Los
objetivos son revisar criticamente el es-
quema estructural dado para especies de
Muricidae y proponer ademés algunas
hipétesis sobre el posible rol funcional de
los distintos componentes estructurales
que en este caso se observan,
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MATERIAL Y METODOS

Las cépsulas oviferas de C. concholepas
fueron colectadas en el Laboratorio de
Metri (costa oriental del Seno de
Reloncavi: 41°36'S, 72°43'W), durante el
26 de agosto y 13 de septiembre de 1991;
dicho material proviene tanto de ovi-
posturas depositadas en estanques de
cultivo como del ambiente natural. Las
capsulas fueron desprendidas cuidado-
samente y transportadas al laboratorio
en Valdivia colocindolas en una caja
térmica con agua de mar a baja tempe-
ratura.

Se seleccioné ovicdpsulas en esta-
dio inicial, estadios intermedios y en fase
terminal. En el laboratorio el material fue
procesado de acuerdo a la siguiente ru-
tina. Cada cépsula fue seccionada en 4
niveles distintos a fin de comparar su mi-
croestructura (por microscopfa electré-
nica de transmisién "MET" y de barrido
"MEB") en diferentes partes de la misma:
regién opercular, regién media o cuerpo
capsular, regién peduncular y base de
adherencia cementada al sustrato. Aparte
fueron tratadas cdpsulas enteras para
estudio en MEB. Posteriormente se fija-
ron las cédpsulas por dos horas en una
mezcla formada por 25% de glutaralde-
hido, 10% para-formaldehide y 2%
acrolefna, tamponada a pH 7,2 con fos-
fato 0,2 M (Rodriguez 1969). Después de
lavar con el mismo fosfato tampén, los
tejidos fueron postfijados por dos horas
en tetréxido de osmio tamponado al 1%.
Para estudios de MET el material fue
embebido en una mezcla de epon-aral-
dita (Richardson et al. 1960). Secciones
ultrafinas fueron tefiidas con acetato de
uranilo y citrato de plomo (Glauert 1965).
Para MEB el material fue deshidratado
en acetona, secado a punto critico y ba-
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fiado en oro. Observaciones de la ultra-
estructura fueron hechas usando un mi-
croscopio electrénico Philips 300 (MET) y
un Hitachi H-700 (MET y MEB).

RESULTADOS

Como es Hpico en muricdceos y muchos
neogastrépodos, la morfologla macros-
cépica de la ovicdpsula de C. concholepas
incluye un cuerpo capsular con un opér-
culo en su extremo superior y un pediin-
culo inferior cementado al sustrato
(Gallardo 1973; Fig.1). La pared capsular
contiene en su interior un saco tenue y
transparente que contiene el albumen en
el cual estin inmersos los embriones en
desarrollo (Fig. 2A). Las cépsulas ovife-
ras no presentaron diferencias ultraes-
tructurales en relaci6n al estadio de desa-
rrollo de los embriones que contenfan en
cada caso. Por lo tanto, la deseripcibn ul-
traestructural que viene a continuacién
incluye indistintamente tanto ovicap-
sulas tempranas (embriones en gastrula-
cién) como terminales (larvas en estadio
de preeclosién).

REGION DEL CUERPO CAPSULAR:
Esta zona define bien lo que es la es-

tructura general de la ovicdpsula, por lo
cual se describe en primer lugar. Un ca-

“racter mis particular en cambio, adopta

esta estructura en regiones més especifi-
cas como son el opérculo, pedincule y
base cementante. La Fig.2B (corte trans-
versal en MEB de un drea como la indi-
cada en el recuadro de Fig. 2A) ilustra
claramente las capas que componen la
pared del cuerpo capsular. De acuerdo a
estas observaciones hemos distinguido
seis estratos distintos que considerados
desde afuera hacia adentro incluyen:
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Fig. 1. C. concholepas. Capsulas oviferas, indicando las partes que caracterizan a cada una de estas
- mcharts. O DAl 1 ,P,ped%nculo

; Cb, cemento basal. Escala: 5

mm (Modificado de Gallardo 1973).

a) CAPA 1 O CUBIERTA EXTERNA (FIG. 2B-1):
presenta una estructura fibrilar homogé-
nea con un espesor medio de 2,55 pm.
Tipicamente posee una serie de replie-
gues cuya altura promedio es de 7,3 pm y
sigue un patrén reticular cuyo aspecto en
superficie se ilustra en la Fig. 3A y a tra-
ves de un corte transversal, en la Fig. 2C.
Las depresiones dejadas por estas estrias
son colonizadas por gran cantidad de
microorganismos marinos (diversos pro-
tozoos entre otros; Fig. 2C, flechas).

b) CAPA 2 O ESTRATO COMPACTO ESTRIADO
EXTERNO (FIG. 2B-2); su espesor aproxi-
mado es de 59 pm en promedio. Es de
estructura fibrilar compacta siendo muy
caracteristica la presencia de estriaciones

peri6dicas en que se alternan una banda
densa de 45 nm de espesor con una
banda clara de 25 nm; esta tiltima pre-
senta a su vez en su parte media, una
banda densa de 15 nm de espesor (Fig.
2F).

€) CAPA 3 O ESTRATO ESPONJOSO MEDIO:
por su gran espesor (558 pm en prome-
dio) incluye una parte importante de la
pared ovicapsular. Lo més caracteristico
es su aspecto esponjoso determinado por
una red fibrilar de trabéculas que dejan
enlre si vacuolas o lagunas interconecta-
das (Figs. 2B-3 y 2C-3). Dichas trabéculas
presentan una estructura ramificada en
distintas direcciones espaciales y mos-
trando en cada una de sus ramas un pa-
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trén de bandas fibrilares estriadas (Fig.
2E). Desde afuera hacia adentro esta capa
muestra una tendencia a alternar bandas
de lagunas pequefias con bandas de
lagunas relativamente mas grandes (Fig.
28B).

d) CAPA 4 O ESTRATO COMPACTO ESTRIADO
INTERNO: su espesor promedio es de
aproximadamente 6,8 pm (Fig. 2B4).
Presenta una estructura fibrilar compacta
con estriaciones periédicas compuestas
de bandas densas y claras que tienen las
mismas dimensiones que en el estrato
compacto estriado externo (Fig. 2F).

e) CAPA 5 O ESTRATO LAXO: su espesor
medio es de 3,4 pm y estd formado por
largos repliegues que unen el estrato es-
triado interno con la cubierta o saco del
albumen que tapiza internamente el lu-
men ovicapsular (Figs. 2B-5 y 2D-5). Las
prolongaciones presentan un contenide
fibrilar de mediana densidad electrénica.

f) CAPA 6 O SACO DEL ALBUMEN: Su es-
pesor promedio aproximado es de sélo
2,8 pm (Fig. 2B-6). Presenta densidad
electrénica mediana y se observan
estriaciones con bandas densas y claras
similares a las encontradas en los estratos
estriados externo e interno.

REGION OPERCULAR:

En esta region de la cdpsula ovifera, la
pared capsular aparece prolongandose
hasta dicha zona en forma de una copa
que envuelve parcialmente una secrecion
o tapén muco-fibroso, componente fun-
damental del opérculo. En ese punto, la
pared capsular mantiene sus cubiertas
mas externas mientras que hacia el inte-
rior el estrato esponjoso se delamina o

Ultraestructura ovi
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separa envolviendo el tapén muco-fi-
broso por su base y paredes laterales. Por
lo tanto, sélo en la parte basal del tapon,
el estrato esponjoso es seguido por el es-
trato compacto estriado interno, el estrato
laxo y el saco del albumen. El hemisferio
distal del tapon opercular queda asf libre
sin presentar envoltura alguna de la pa-
red ovicapsular (Fig. 3B).

REGION PEDUNCULAR:

El pediinculo ovicapsular es un tallo
compuesto basicamente por dos capas
que pueden considerarse como una pro-
longacién de sus similares en la pared
del cuerpo capsular. Desde la superficie
hacia el interior es posible distinguir: a)
una cubierta externa (1,2 pm de espesor
promedio) (Fig. 3C-1) de la cual sobresa-
len repliegues superficiales (25 pm de
altura media) menos prominentes que los
observados para esta misma capa en la
region del cuerpo capsular, y b) una zona
interna con caracteristicas estructurales
semejantes a las del estrato esponjoso
descrito para la pared del cuerpo capsu-
lar (Fig. 3C-3).

REGION DEL CEMENTO BASAL:

Incluye dos componentes que, desde
afuera hacia adentro, son: a) una subs-
tancia cementante compuesta por una
matriz fibrilar de baja densidad electré-
nica y que carece de estriaciones periédi-
cas, y b) una matriz esponjosa con fibras
estriadas y que constituye una prolonga-
cién del estrato esponjoso medio pre-
sente ya en el pedunculo. En la zona de
contacto con el cemento basal, el estrato
esponjoso presenta una serie de prolon-
gaciones que se internan a modo de rai-
ces en dicha substancia adhesiva.
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Fig.3.C. mﬂchalﬂms Ultraeeh‘uctma de la ovicdpsula. A, ['MHB} v;sla superfmal de la cubierta exterm

B, (MEB) corte de la

%cu]u. Nﬁmem deloeeatratos 1gu.a]qh enFlg.ZB‘MF tapén muco-fibroso. C, B
transversal a traves de un repliegue de la regién peduncular. 1, cubierta externa;

3, eal:raho esponjoso; M, microorganismos.
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DISCUSION

El patrén de estratificacién en capas o
laminas, mostrado por la pared ovicap-
sular de C. concholepas, se ajusta en gene-
ral al observado en otros gastrépodos
muricdceos seglin las descripciones da-
das por D'Asaro (1988) para especies de
esta familia. Hay coincidencia en la es-
tratificacién general y espesor relativo de
los estratos fundamentales que compo-
nen dicha pared.

D'Asaro (op.cit,) estudié mediante
microscopia éptica, ovicdpsulas de dis-
tintas familias de Neogastropoda, en-
contrando al menos tres patrones es-
tructurales para dicho Orden. Dentro de
ellos, tanto ovicipsulas de muriciceos
como buccindceos se caracterizan por
presentar Hpicamente cuatro estratos o
laminas principales: a) una limina ex-
terna finamente fibrilada (denominada
por el autor como L,), b) una limina con
fibras laminares gruesas (L,) que es la
capa de mayor grosor en la pared y cuyas
fibras se separan dejando grandes va-
cuolas; la distribucién de las fibras le
permitié distinguir diferencias regionales
con dos o tres capas fusionadas y la cen-
tral de ellas posee las fibras més gruesas
y orientadas paralelamente al eje longi-
tudinal, ¢) una limina (L) mds delgaday
estrechamente aplicada a la capa mds
interna que parece fusionarse con el ta-
pén mucoide y puede tener similar com-
posicion, d) una limina transparente (Ly)
que envuelve directamente el albumen.

Nuestras observaciones en cpsu-
las de C. concholepas, realizadas con mi-
croscopia electrénica, nos permiten en
cambio diferenciar seis estratos o laminas
en vez de los cuatro sefialados por
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D'Asaro (op.cit.) para gastrépodos muri-
chceos. Las cuatro capas diferenciadas
por este autor corresponden bdsicamente
a lo que nosotros hemos distinguido
como: capa 1 o cubierta externa (equi-
valente a la L, de D'Asaro), capas 2,3y 4
(L), capa 5 o estrato laxo (L3) y capa 6 o
saco del albiumen (L, de dicho autor). Es
decir, los estratos compactos estriados
externo e interno que hemos descrito en
el presente estudio, no han sido distin-
guidos en el trabajo de este autor. En es-
tas capas los elementos fibrilares pre-
sentan una agrupacién mucho mas com-
pacta y uniforme lo que hace resaltar cla-
ramente las estriaciones peri6dicas con
una alternacién regular de bandas de
distinto didmetro. Esta situacién cambia
claramente en el estrato que llamamos
esponjoso © medio, donde una orienta-
cién diferente de las fibras permite el de-
sarrollo de las lagunas o vacuolas que t-
picamente caracterizan a ese estrato.
Cabe si considerar que estas fibras tam-
bién poseen estriaciones periédicas y, en
este sentido, no difieren en su naturaleza
de aquellas de los estratos compactos que
nosotros hemos distinguido. Por lo tanto,
si atendemos a la naturaleza comin del
material fibrilar que compone los estratos
compactos y esponjoso, es posible que
dichas capas compartan un origen y for-
macién comunes, a pesar de la diferen-
ciacion regional en capas distintas de
acuerdo a los criterios de ordenacién es-
tructural que hemos sefialado. El estudio
aqui realizado permite resaltar la conve-
niencia de documentar con observacio-
nes ultraestructurales todo intento de di-
ferenciar capas o estratos en las paredes
ovicapsulares.

La formacién de la pared ovicap-
sular en base a capas de distinta organi-
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zacidn estructural, sugiere determinados
roles funcionales para cada una de ellas,
tanto por su ubicacién en la pared como
por el plan de estructura que las caracte-
riza. En este sentido, consideramos que la
cubierta externa fibrilar representa una
barrera efectiva contra la invasién e in-
feccién por microorganismos del medio
externo; de hecho, los cortes al microsco-
pio electrénico revelaron la existencia de
numerosos microorganismos adheridos y
retenidos en la cubierta externa de dicha
pared. La ordenacién de las fibras for-
mando una estructura compacta en los
estratos compacto estriados sugiere, para
estas capas, funciones de proteccién y
soporte. Es posible que el estrato espon-
joso medio actiie como soporte o esque-
leto interno y que al mismo tiempo sirva
como un medio para retencién de agua,
reduciendo su pérdida por evaporacién
superficial y constituyendo una efectiva
aislacién respecto al medio externo. Este
sistema de lagunas interconectadas
puede servir también como medio de cir-
culacién en el transporte de soluciones
acuosas a traves de la pared ovicapsular.
La cubierta membranosa o saco interno
es la membrana que primariamente re-

6n ha sido fir
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tene el albumen desde el momento
mismo de la formacién inicial de la ovi-
cipsula en el oviducto de las hembras.

Algunos de los roles funcionales
que aqui hemos propuesto para los es-
tratos de la pared ovicapsular, son coin-
cidentes con las proposiciones que al
respecto hace D'Asaro (1988) en su anali-
sis estructural para oviedpsulas de muri-
cidos. Dicho autor postula también que la
cub:erh extema actuarfa como barrera
para microorg; jue propone
que en dicha funcién actuarfa también la
capa que ¢l denomina como L, (estrato
esponjoso ¢ medio en nuestro caso); su-
giere ademis que este {iltimo estrato ac-
tuarfa como un esqueleto interno de la
pared capsular. El saco reteniendo el al-
bumen (Ly) es considerado por este autor
como la limina primaria de muriciceos y
buccindceos. Ella tendrfa también la fun-
cién de evitar que el albumen no refrac-
tario se mezcle con proteinas capsulares
refractarias cuando, al formarse la ovi-
cipsula, las liminas estructurales exter-
nas son ensambladas mediante meca-
nismos ciliares como los descritos por
Fretter (1941).
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