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RESUMEN

tn el ostion (Crasscestrag glgas) Log  ovool Loz aue  son
sbhtenldos por desove se encuentran en metafaze | de meirosis.
mientras que Lo  obtenideos directamente de la Aadnada
presenban vesioula asrminal . Fr cualauiera  de  astas dow
AT LONES Los ovocl hos pueden =1 feirtlllzados s
decarrollarse. E1 propdsito de anducir partenocaéenasl o fug
corn 21 fin de entender los mecanlimos bhasicos del desarrollo
Y 1&a Ut laidad  due o bo pueda Laner en  manipulaclones
mendhicas. BEn nuesbros axpeerimenbos Los  ovec) Los froeiron
It

ewiraldos directanente de la adnada. FPara wnducir la
e 1a vesicula aerminal se utailizd serotonina (2>fl0—d M
Mevandolos a metataze [. Se probaron yvarios melodos  para
Aue continuaran con la melrosis: adua de mar alcalina, alte
caleio, 1onoforo de calelo (AR3187) v pronasa. Tanto el alte
calolio  como el AZ3IRT7 no  estaimularon  a  los ovocltes
mientras due el adua alcalina solo loard  aue  unos cuantes
ovocl fos formaran 1 cuerpe  polar  (55%).  CGon  pronasa  se
Loararen los mejores resultados para obtenar Loy 2 cuerpos
polares (por etemplo: con 0.3 ma/ml de pronasa  an adua de
mar durante 15 minutos did como resultade tipico 60-70%  con
| cusrpo polar v con 4% minutos de exposicidn  a  pronasa
hasta R%% con 2 cusrpes peolares). #$in embarae  los  ovoclton
ne sseanenbaron. Fara Lnaucir a la mytosi1s, gn  ovoeoclLtes
previamente expuestos a pronasa. se probd adua de mar hipoe-
s Phperdsmolica v oagua pesada,. El agua de mar  de  salanidad
gl berada no  loard  aue los  ovocltes  continuaran  con s
dezarrollo. Fl agua pesada did resultados  aue indican aue
fueron activados para continuar con la mitosis (50% de D.O
en oadua de mar por 1 hora, mostrd un 11%  de  seamantacidn
norma woooun o 25% de seamentacidn anaormal ). Nuegstios
reasll bados indican gue la ubilizacidn de  pronasa  es muy
sfochlva para la formacion de 1 vy 2 cugrpos polares v oaue se
puede estimular con D.0 para seamentarse. Serla  nacesarie
realear Mz axperimentos Para determinar = Los
sAnbr ) ones parbenoaendtilocos puaden desarrol larse.



ABSTRACT

in ovster (Crdassostred glgas). egas obtained i1n natural
spawnings are in metaphase 1 of the meiosis while those
obtained directly from the gonad have intact asrminal
vesicles. Egas obtained either way can be fertilized by

sperm and will cdevelop normally. This study of
parthenogenesis induction was undertaken in order to
understand basic mechanisms in development as well as for
its possible utility for wgenetic manipulations. 1In  our
experiments egqs were obtained directly from LCthe Jonad.

Germinal vesicle breakdown was induced with serotonin
(2x10~J M): the treated cocvtes arrested 1n metaphase 1.
Geveral methods were tried to induce oocvtes to continue
With meiosis: a) alkaline seawater:; b) high calcium: ¢)
calcium ionophore (A23187) and d) pronase 1in seawater.
Meither high calceium nor A23187 stimuled ooccvtes, and only a
Few oocytes (55%) attained first polar body formation with
alkaline seawater. However., good results were obtained with
pronase in seawater: treatment with 0.3 ma/ml for 15 minutes
vielded 60-70% oocvies with the first polar body. and the
same concentration for 4% minutes vielded up to 85% oocvtes
Wwith the second polar body. However oocyvtes did not undergo
cleavage. In order to induce mitosis in oocvtes previously
exposad Lo pronase. we tried hyvpo- and hyper-osmotic
seawater as well as heavy water., Altered salinity did not
produce satisfactory results, but heavy water did. When
nocvtes previously activated with pronase were exposed to

50% D.0O in artificial seawater for 1 hour. 11% underwant
normal cleavage. Qur results show that pronase 1s  very
effective 1in stimulating first and second polar body
formation, and that heavy water c¢an then be used to
stimulate cleavade. It is important Lo carry out more
experiments in  the future to determine how far the

parthenogenetic embryvos will develop.
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INTRODUCCION

Entre la= especies de importancia alimenticia Y
comercial gque =se ocultivan en el Estado de Baja CGalifornia,
=& halla Crossostrea gigoas {ostidn japondszd. El cultivo mas=
importante en =21 Estado s=e encuentra logalizado en Bahia

Falza (San Quintin, Baja Galifornia, Méxicol.

La giencia tipne como finalidad responder a la gran
variedad de preguntas que nos formulamos, y en el area de la
biologia reproductiva la= mas frecusntes e hallan
relacionadas a2l proceso de la fecundacidn, esto e=, el papel
gque desempefian el ovocite vy el espermatozoide en el

desarralln de un organismo.

Un proceso reproductivo muy particular es la
partenogéne=iz, procezo mediante el cual uno de los gametos
es capaz de desarrollarse hasta constituir un individuo, =in
recurrip a 1a fertilizacidn. De manera natural 1a
partenogénesis se presenta en algunas especies, como algunos

trematodos, nemitodos y varios artrépodos (Wilson, 1928).

Lo=s fendmenos de partenogénesis en la naturaleza han
dezpertado el interés de activar artificialmente ovocitos y
lograr organismos adultos =in 1a intervencion del

ezpermatozoide. Exto se ha logrado en equinodermos (Delage,
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1912; citado por Wilson, 1928; Brandeiif et ol., 49783, vy
anfibio= <(Loeb, 1918; citado por Wilson, 19282 Los trabajos

en mamifero= han sido negativos (Surani et al., 1987).

Aungque no existen reportes =obre la obtencidon de
moluscos  adultos  partenogéneticos (Loeb, 1913; Jaffe, 1983,
19853, los= resultados reportados por algunos autores
muestran gque por métodos quimicos es posible la activacidn
del desarrollo temprano en estos organismos Jd(Loeb, 1913;

Wil=zon, 1928; Jaffe, 1983, 1985).

Los ovocitozs del molusco drassositrea gigos son un
material adecuado para realizar el estudic de partenogénesis
artificial, por =su abundancia vy facil manejo. En el ovario
log ovocitos maduros de Crassostrea gigas =e hallan en
profase de meio=mis (vesicula germinald. Al =er removidos
mecanicamente y depositados en agua de mar, un porcentaje
variable llegan a metafase 1 espontaneamente, quedando en
esta etapa =i no son fecundados por el espermatozoide para
reiniciar la meiosi=s. Ovocitos en ambas etapas, profase vy
metafase I, pueden ser fecundados y responden con un

desarrollo normal.

El presente trabajo tiene como finalidad probar varios
tratamientos para estimular el reinicio de meiosis y la

segmentacién y asi contribuir al conocimiento de la biologia



de la reproduccidon del molusco Crassosirea gigas.



ANTECEDENTES

Los métodos utlizados para inducir partenogénesis hasta
adultos en eduinodermos y anfibios tienen factores en comun.
Primero un aumento de calcio intracelular el cual, parece
ser la sefllal principal para el inicio del desarrollo (Jaffe.
1983, 1985). En anfibios se loard obtener adultos
partenogenéticos con 1 pinchazo de una agulija en la
presencia de calcio extracelular (Bataillon, 1910: citado
por Loeb, 1913). 8in embargo dado aue la concentracidn de
calcio libre en los ovocitos s en el rango de 10_7 M
(Jaffe, 1985).v la concentracidn extracelular es del orden
de 10"3 M, el pedquefio escape en la membrana del ovoocito
inducido por 1la aguja es suficiente para aumentar la
concentracidn intracelular de calcio en el ovocito. 8Se ha
visto aue el aumento en oalcio 1libre intracelular es
necesario y suficiente para inducir 1la activacidén del
desarrollo en ovocitos de ranas (Charbonneau vy Grandin,

1989).

Un factor adicional que es necesario para el desarrollo

completo es el centrosoma. Por razones due todavia se



desconocen. el centrosoma materno gue dueda en el ovocito
despuéds de la meiosis normalmente no se activa para
organizar la mitosis v ésta reguiere del centrosoma del
espermatozoide. Para la partenogénesis en ranas la agula
usada para el pinchazo tuvo gue ser contaminada con células
de la sangre; -estas qontribuyeron con centrosomas para
llevar a cabo la seamentacién y el desarrollo normal. Sin el
centrosoma los ovocitos activados por calcio no segamentan, v

terminan por degenerarse (Cross, 1981).

En erizo también se ha determinado que un aumento del
calcio intracelular es necesario para el inicio del
desarrollo (Hamaguchi vy Hiramoto, 1981). Ademds., c¢omo en
ranas. es necesario proporcionar centrosomas activos a los
ovocitos. En lugar de introducir centrosomas se puede
inducir su formacidn por medio de un tratamiento con agua de
mar hiperténica. esta favorece la formacidn de centrosomas
activos a partir de los inactivos en el ovocito. EI1

mecanismo es atn todavia desconocido.

En el método de Loeb (1913) utilizado en erizo. el

aumento de caleio intracelular fue producido potr un
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tratamiento con Acido butirico, mientras Brandriff et al..
(1975), usaron ionoforo de calcio (A23187). Luego en ambos
procedimientos se usd agua de mar hipertdnica. Brandriff et
al., también lograron partenogénesis sustituvendo NH40H por
A23187, aungaue el ionoforo did mejores resultados. El NH4UH

aumenta el pH intracelular, un cambio gue normalmente ocurre
después de la fecundacidn: y se ha observado en ovocitos de
erizo gue ambos el NH40H v @l agua de mar hipertdnica pueden
producir un aumento de calcio intracelular (Zucker et al..

157875 .

En los astgdios antes mencionados sobre erizo v rana
lograron estimular el desarrollo completo hasta adultos por
tratamientos quimicos. Existen otros estudios en due se
reporta la produccidn de larvas, o solamente los primeros
geventos de la activacidédn antes aque la segmentacidn, por
estimulos quimicos. En la mavoria lde estos estudios 1los
estimulos fueron los mismos: agentes que aumentaron calcio
intracelular (A23187, alto calcio extracelular, pinchazo u
otro daflo, etc.): NH4OH 4 NaOH (Tyler, 1941: Jaffe, 1985); vy

agua de mar hipo o hipertdénica (Tvler, 1941).



|

Ahora consideremos los resultados con moluscos
bivalvos. £En muchos bivalvos los ovocitos son desovados en
metafase I de meiosis v 1la activacidn consiste en la
continuacidn de la meiosis con la formacidn de 1los dos
cuerpos polores, seguida por segmentacidn (tipo 13 elem.
Mytilus, Tivela vy Cumingla). En otros oraqanismos los
ovocitos estan en profase I v la activacidén consiste en la
ruptura de la vesicula germinal seguida por la formacidn de
los dos cuerpos polares y la segmentacidn (tipo 2; ejem.
Spisula). En Crassostrea (tipo 3), 1los ovocitos desovados
estan en metafase I v normalmente son fecundados en esta
mstapa, pero también es posible fecundar ovocitos en profase
I removidos mecanicamente del ovario v estos desarrollan

hasta adultos (Imai et al., 1950).

Como se ve en la tabla 1, fue comin la utilizacidn de
agentes que afectan al calcio intracelular como A23187 v
CaClz 0.3 M. Se piensa que también el alto KCl trabaja por
medio de caleio, esto en base a resultados con Urechis. En
ovooitos de Urechis el potencial de reposo de membrana es
dependiente de la concentracidn extarna de potasio

(hormalmente 10 mM) vy cuando se incrementa la conhcentracidn
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de potasio en el agua de mar, tiende a ser mads positivo el
potencial de membrana llegando al umbral para abrir canales
de calcio voltaje~dependiente (Jaffe et al., 1979). La
entrada de calcio a través de estos canales probablemente
aumenta la concentracidén de calcio intracelular (Jaffe,
1985). Desafortunadamente no existe ningdn trabajo con
bivalvos en gue halla sido medida la concentracidn de calcio
intracelular durante la fecundacidn o] la activacidn

artificial.

Con respecto a los tratamientos con NH4+ se esperarlia
un aumento en el pH intracelular basado en resultados con
ovocitos de otras especies (Shen, 1982). 8in embargo 1los
efectos de NH4+ puaden ser multiples, por ejemplo en
ovocitos de erizo no solo aumenta el pH sino también el
calcio intracelular (Zucker et al., 1978). Tampoco se han
realizado estudios de pH intracelular durante la fecundacidn

o activacidn artificial en bivalvos.

En Crassostrea nunca se ha reportado la obtencidn de
larvas normales por medio de estimulos artificiales: el

miximo desarrollo fue de larvas anormales producido por
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NH4DH eh el sstudio de Inaba (1936). La serotonina es (til
para llevar a casi un 100% de ovocitos rémovidos del ovario
a metafase I (Osanai, 1985; O0Osanai vy Kuraishi, 1989; vy
resultados mios abajo) pero permanecen an esta etapa sin
continuar su desarrolle. Con A23187, O0Osanai v HKuraishi
(1988) reportaron 87% de ovocitos con ruptura de la vesicula
germinal sin presentar los datos de controles sin A23187. En
uh estudio posterior Osanai vy Kuraishi (1989) reportaron gue
el A23187 causd un bajo porcentaje de formacidn de cuerpos
polares en ovocitos previamente estimulados a metafase 1 con
serotonina. La combinacidén de A23187 con alto pH (9.3)
aumenté el porcentaje de ovocitos con cuerpos polares
(maximo 60%) pero los resultados fueron variables v no hubo
seamentacién. Por (ltimo Osanai vy Kyozuka (1988) reportaron
la induccidn de cuerpos polares por la enzima proteolitica
pronasa. También los porcentajes fueron variables v bajos

(maximo 44%).

Antes de conocer sus resultados nosotros usamos
pronasa, encontrando un alto porcentaje de formacidn de
cuerpos polares. Por eso decidimos encontrar las condiciones

éptimas (concentracidén y tiempo de exposicidn) para la
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activacidn con pronasa, y probar si después de la formacidn
de cuerpos polares se podria estimular la segmentacidn con
agua de mar hiperténica o agua de mar pesada, gue también
favorece la polimerizacidn de microtibulos entre otros

efectos (Heidemann v Kirschner, 1975).

Adicionalmente se experimentd con AZ23187, alto calcio v
+ . . 5 .
NH4 para probar s1  los resultados coincidlan con los

reportados por otros autores.



I ABLA 1,

Resumen de

Lrabnijos sobre nctivacian nrtilicinl en bivalvosn.

I
tipnjlnmnntnfﬂ!

) T

pH 9.3

RBivalvo miaximo desarrollo|cita
reportado
Cumingia 1 calor seduido por|larvas (pocas) Morris., 1917
A.M. hipert®nica
con KCI
CaCl] 0.3 M segmentacion (v Hollingsworth,
2
muerte) 1941
Myvtilus 1 AZ23187 10 uM cuerpos polares Dulfresne-Dubs et
al.. 1983
KC1l 112 mM cuerpos polares Dufreane-Dub% et
al.. 1983
Spisula 2 KC1 (> 30 mM) cuerpos polares Allen, 1953
A23187 4 uM cuerpos polares Schuetz. 1975
kL
NH40H pH 9.5 RVG™ Finkel y Wolfl,
1980
A.M. hipertdnicn |RVG Londo, 1983
con KCI1
serotonina 20 uM [cuerpos polares Hirni et al.,1988
Harnen 2 KCl 61 mM RVG Dub% ¥ Guerrier.
1982n
NI C1 100 mM RVG Dub£ ¥ Guerrier.,
1982b
Tnpes 2 AZ23187 1-10 1M RVG O=aanai v Kuraishi.
1988
serotonina 10 pyM |RVG hastn Osanai » Kurnishi,
metafase 1 1988
Crassostrea 3 A.M. hipertdnica |[cuerpos polares Inaba., 1936
con KC1l o NaCl
A.M. diluida 50% |segmentacién pocn|Inaba, 1936
NH4OH L0036 M nlgunas larvas Inaba, 1936
gerotonina 1-10uM|RVG hasta Osanai. 1985
metafase I
pronasa | mg/ml cuerpos polares Osanni v Kvozuka,
1988
A23187 10 uM, RVG Osnnai v Kuraishi.
pH 8.3 1988
serotonina 10 uM, |cuerpos polares Osnnai ¥ Kuraishi.
seguido A23187 a 1989

a . .
Se refiere n In etapa de meiosis en que normalmente son fecundados

I

Lextol).
RVG:

A.M: agua de mar.

ruptura de veslcula germinal.

{ver



OBJETIVO

Implementar un m&todo quimico para inducir a la

partenogénesis en ovocitos de Crassostrea gigas (ostidn

japonés) .,
a) Obtener ruptura de vesicula germinal.
b) Inducir a la formacién de cuerpos polares.
c) Lograr que se lleve a cabo la divisidén en el

ovocito.

12



MATERIAL Y METODOS

ORGANISMOS

Los ostiones (Crassostrea gigas) fueron colectados en
Bahia Falsa, San Quintin, Baja California, se lavaron en
agua de mar corriente con un cepillo vy se depositaron en
acuarios con agua de mar airada y filtro Dbioldgico, con

temperatura entre 14° v 17° ¢.

PREPARACION DE GAMETOS
Los gametos se obtuvieron directamente de la gdnada por

rompimiento del epitelio mediante la utilizacidn de pinzas

finas v extraccién con pipeta Pasteur, depositandolos en
agua de mar filtrada (Millipore 0.45 um). Los ovocitos
fueron filtrados con una malla de 120 Lim v los

espermatozoides con una de 60 um. Procediendo a lavarse los
ovocitos tres o cuatro veces con agua de mar filtrada. Las
dos primeras lavadas fueron por asentamiento y resuspensidm
y la tiltima por centrifugacidén (aprdximadamente 500 x g
durante 30 segundos). Los gametos fueron incubados durante
los experimentos a la temperatura del cuarto (22°-24°  ©).

]
Las concentraciones utilizadas de gametos fueron 3-56x10

13
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espermatozoides/ml y 1300-2100 ovocitos/ml. Se trabaijs con

muestras de 5 ml en vasos de precipitado de 10 ml,

FIJACION Y TINCION

Las muestras fueron fijadas en soluci®n de formaldehido
al 7.5% en agua de mar. Para su observaci®n se tilfieron con
bisbenzamida (Hoechst 33258: Calbiochem) 25 ug/ml en agua de
mar, una gota de la muestra y una del colorante. E1
bisbenzamida es un colorante fluorescente que tifie ADN y mas
especificamente regiones donde existen 3 ¢ mAs enlaces A-T

{Comings, 1975; Mijller & Gautier, 1975).

MICROSCOPIA Y FOTOGRAFIA.

Las muestras tefiidas se observaron en microscopia de
epifluorescencia (Olympus BH2-RFL; excitacidén 320-390 nm ¥
emisi®n > 410 nm). Se cuantificd el niimero de ovocitos en
cada una de las siguientes etapas: veslcula germinal,
cromosomas detenidos en metafase I de meiosis, primer cuerpo
polar, segunde cuerpo polar, formacién de pronucleos vy
segmentacién. Se contd un minimo de 100 ovocitos en cada una
de las muestras. Las fotografias fueron tomadas con una

camara Olyvmpus OM-1 con un adaptador para microscdpio,
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usando pelicula Kodak TMax 100 (blanco v negro) o Ektachrome

100 (transparencia de colores),

DISENO EXPERIMENTAL
1.- SEROTONINA. Una muestra de ovocitos se incubd en
una soluci®n de serotonina (5-HT:; Sigma) 2){10"S M por 1

hora, mientras que otra permaneci® en agua de mar por el

mismo espacio de tiempo, luego fueron fijadas (esquema la,
F).
1
5 HT*
( i {
a) I 1 hr | Fi

ESQUEMA 1A, # & control sin serotonina.

Se realizaron experimentos para determinar si la
serotonina actuaba de igual manera en ausencia de calcio,
para esto se prepard agua de mar libre de calcio con 2 mM de
EGTA (pH 8). El agua de mar artificial completa se preparo
con 484 mM NaCl, 10 mM KCL, 27 mM MgClz. 29 mM MgSO49 10 mM
de CaClz. 2.4 mM NaHCOa. a pH 8, disolviendo las sales en la
cantidad apropiada de agua (destilada). El agua de mar
artificial libre de calcio se prepard suprimiendo el CaCl2

del agua de mar artificial completa y afiadiendo 2 mM de



16
EGTA. Se incubaron los ovocitos en agua de mar libre de
calcio con y sin serotonina (esquema 1b) v en agua de mar
completa con y sin serotonina (esquema 1lc). Todas las
muestras fueron fijadas 1:30 hora despuss de iniciarse el

tratamiento.

0 Ca''+EGTA+5HT#
1:30 hr | 74

(b) {

(o) |10 mM Ca’ +5HT |
| 1:30 hr It

ESQUEMA 1(b-c). # & sin serotonina.

2.- ALTO CALCIO. En el primer experimento se probd el
efecto de 150 mM de calcio con dos tiempos de exposicidn.
Una muestra de ovocitos fue sometida primeramente a una
solucidn de serotonina 2.’15510_5 M por 1 hora (esquema 2a),
mientras que otra muestra permaneci® en agua de mar sin
serotonina por el mismo tiempo (esquema 2b). Despues de lo
cual ambas fueron lavados dos o tres veces y resuspendidos
en la solucidn de alto calecio durante 15 v 30 minutos. A
continuaci®n se lavaron dos o tres veces con agua de mar ¥
se incubd® por 2 horas. Después la muestra se dividid en tres

partes: wuna parte se fijd inmediatamente (Fi), otra

permaneci® 5 horas en agua de mar normal sin fertilizarse v
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se fijd (Fz) v la tercera se fertilizd () v se fiia después
de 5 horas (FB). También controles con serotonina sin calcio
(esquema 2c) v sin serotonina y sin calcio (esquema 2d)
fueron incubados. En todos los experimentos subsecuentes se

llevh a cabo el control del esquema 2d.

I ¢ 5 hr | ¥,

(a) | 5 HT | 150 mM CaHr HZO mar P
| 1 hr | 15 min#* | 2 hr#* |’ 1
H O mar |
25 hr I F,
. F{f's hr | ¥y
+
(b) | HEO mar 150 mM Ca , H O mar ‘ -
l 1 hr | 15 min% I " 2 hrs 1“1
H O mar
[ |
T 1 ¥,
B v RN
5 HT H O de mar i
| | w
(e) | 1 hr | 72715 br ll‘i
H O mar
“ 5 hr _ﬂ Fz
F(r 5 hr Fy
H O de mar I
| F
(d) |- 3:15 hr oy

ESQUEMA 2(a-d). % & 30 min-1:45 hr.

Para el siguiente experimento se prepararon soluciones

et

de agua de mar con 50, 100, 150, 200, 250 y 300 mM de Ca .

Todas las soluciones se prepararon a partir de una solucidn
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de CaCl‘1 al 3 M. Se precisaron los volumenes de CaCl2 a
utilizarse en cada una de las soluciones con la formula:
10-Xml (a) + Xml (b) = 10 ml (e¢), donde a=concentracidn de
CaCl2 3 M, b=concentracidm de CaCl2 en el agua de mar normal
(0.01 M) vy ec=concentracién final de la solucidén. Las
muestras fueron resuspendidas en las diferentes
concentraciones de calcio por 15 minutos, luego cada una de
lag muestras fue lavada e incubada por 2 horas en agua de
mar v dividida en 3 partes: F1 fue inmediatamente fijada y
F3 fertilizada. Cinco horas mas tarde F2 v FB fueron fijadas
(esquema 2e). Un control con calcio a 10 mM (esquema 2d,
pero con 2:15 hr antes de Fi) fue llevado a cabo.
r w1 T

# +
50 mM Ca | H O mar ‘ ¥

) Y5 min T 2 2nr | 4
| no
B L
ESQUEMA 2e. % & 100, 150, 200, 250 y 300 mM de Ca .
3.- IONOFORO de CALCIO (A23187). En el tratamiento con
A23187 los ovocitos fueron previamente incubados en
gserotonina 2x10w5 M durante 60 minutos. Se lavaron vy se

resuspendieron en A23187 con dos diferentes concentraciones:

5 v 20 uM, asl mismo. dos controles mis fueron colocadas en
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soluciones de dimetilsulfoxido (DMSO) al 0.1 y 0.4% (esquema
3a) v con serotonina sin DMSO y sin ionoforo (esquema 3b).
Dado que el A23187 es hidrofédbico, 1la solucidén madre
congisti® en 5 mM de A23187 disuelto en DMSO., Por eso era
necesario incluir muestras testigos con las mismas
cantidades de DMSO solamente. E1 A23187 es introducido a la
suspensidin de ovocitos lentamente y con agitaciin continua
para que, al encontrarse en agua, forme una suspensiZn de
particulas finas que disuelven en las membranas lipidicas de
los ovocitos. Las muestras permanecieron por 30 minutos en
las soluciones, se lavaron y se dividieron en +tres partes:
una de las cuales fue fijada inmediatamente (Fi), otra
permaneci$s 3 horas en agua de mar y luego fue fijada (Fz) v
por tltimo la tercera fue fertilizada y dejada en agua de

mar 3 horas antes de fijarse (Fa).

i 0'3 hr l FS

.
5 HT | 5 jM A23187 |

(a) 60 mint 30 min "
g,
T I

(b} | 20H$in: Hzosgaiin T
omer

ESQUEMA 3(a-b). * & 20 pM A23187, & 0.1 & 0.4% de DMSO.
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4,- AGUA DE MAR ALCALINA. Se prepard® una solucidn con
agua de mar a pH 8.6 v otra a pH 9.0, para ajustar el pH se

utilizd NH40H al 0.1 N (el pH de agua de mar normal es 8).

Una muestra de ovocitos fue tratada previamente con
; -5 \ .
serotonina 2x10 M durante 60 minutos. Posteriormente
fueron lavados y expuestos por 20 minutos (esquema 4a) o 40

minutos (esquema 4b) a las soluciones con los dos diferentes

valores de pH. Luego fueron lavados e incubados en agua de

mar normal por 1:20 horas (esquema 4a) o 1 hora (esquema
4b). Despues fueron divididos en tres partes: una se fijd
inmediatamente (Fil, otra fue incubada 3 horas sin

fertilizarse y luego fijada (Fz) v una mas se fertilizd y se
dejd 3 horas antes de fijarse (Fa). El control en agua de
mar normal se ve en el esquema 4c. Otras muestras de
ovocitos fueron tratadas sin incubacidn previa de serotonina

(esquemas 4d y e).



(a)

(b)

(c)

(d}

(e)

F
N rU.Bhr 5
. b HT pH 8.6 |, H O mar -
" 60 min 20 min | “1:20 hr | 4
H O mar
3 hr z
. rd'Bhr ¥
(5 HT pH 8.6 , H O mar -
" 60 min 40 min i 1 hr It
H O mar
2551 Ty
rd'Bhr K
| 5 HT H O de mar ‘ -
I 60 min 1:40 min L;j
H O mar
230 1 Ty
. r(rS hr B
, pH 8.6 | H O mar
Z
20 min | 1:20 hr | 4
H O mar
B
3 hr Z
" l-.OPS hr FE
. pH 8.6 ; H O mar l ¥
| 40 min | 1 hr | "4
H O mar
F
3 hr Z

ESQUEMA 4(a-e).

*# & pH 9.0,

21
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5.~ PRONASA. Primero se probd varias concentraciones de
pronasa. Los ovocitos ya lavados fueron depositados en una
solucidn de serotonina 2:»:10m5 M en agua de mar durante 60
minutos. Se lavaron y se resuspendieron en soluciones de
pronasa (Sigma, tipo XXV) a varias concentraciones: 0.3,
0.6, 1.2 v 1.8 mg/ml en agua de mar durante 60 minutos
(esguema 5a). Luego la muestra fue lavada y fijada (Fi). Un
control fue incubado en agua de mar sin pronasa (esquema
5b). Otro control sin serotonina y s8in pronasa fue incubado
en agua de mar por 2 horas, despufs una muestra fue fijada
(esquema 5S¢, Fi) v otra fue fertilizada v fijada 2 horas mas

tarde (esquema 5c, FB).

5 HT pronasa¥
| | 1
(2] 160 min | 60 min F
5 HT H O mar
| | | F
(b) 160 min | 60°min by
r o 2 hr | F
H O mar
!
(e) i 2 5 hr i F‘1

ESQUEMA 5(a-c). * 0.3, 0.6, 1.2 v 1.8 mg/ml.

En el siguiente experimento se probaron varios tiempos
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de exposicidn con 0.3 v 0.6 mg/ml de pronasa. Los ovocitos
fueron expuestos a serotonina 2};:10_5 M durante 60 wminutos,
lavados y resuspendidos en soluciones de 0.3 y 0.6 mg/ml de
pronasa por 15, 30, 45 vy 60 minutos (esquema 5d)., Al
finalizar el tiempo de exposicidén a pronasa, las muestras
fueron lavadas e incubadas en agua de mar por el tiempo
necesario para que el tiempo total en pronasa y luego agua
de mar complete 60 minutos (esquema 5d). Posteriormente la
muestra fue dividida en tres partes: una parte fue fijada
(Fi), otra permanecid sin fertilizarse en agua de mar por 6
horas y despugs fijada (Fz) v la tercera fue fertilizada ¥y
fijada despucs de 6 horas (FS). Un control fue manejado de

la misma manera sin pronasa (esqguema be).

r(f 6 hr l FS

*
(d) y o HT | pronasa ; H O mar l
160 min | 15 min#%# |45  min## ll T4
H O mar
|
“% hr *Fz
r o 6 hr Fa
5 HT H O mar l
| | F
(e) 60 min | 1 hr II 1
H O mar
|
25 hr 1z

ESQUEMA 5(d-e). #* 0.3 & 0.6 mg/ml.

#¥*% 15-45, 30-30, 456-15 & 60-0 min.
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Una vez seleccionado el tiempo y la concentracidén
“ptima de pronasa se procedi® a tratar de inducir la

segmentaci®n por los tratamientos siguientes.

6.~ AGUA DE MAR HIPO- e HIPER-OSMOTICA. Se prepararon
varias soluciones con agua de mar al 75, 100, 125, 150 ¥
175%. E1 agua de mar al 75% se prepard tomando 3 partes de
agua de mar por 1 de agua destilada., El resto de las
soluciones se prepararén en base a una solucidn madre de
agua de mar dos veces concentrada (968 mM de NaCl, 20 mM de
KC1, 54 mM de MgClz. 6 Hzo, 58 mM de MgSO*. 7 HZO, 20 mM de
CaClE. 2 H20 v 4.8 mM de NB.HCO3 a pH 8) ¥y usando la fHrmula
{Vi} (CL) = (Vf) ‘Cf)' donde i=inicial v f{=final. Una
muestra de ovocitos fue puesta, inmediatamente despusgs de
ser sacada de la gfnada, en serotonina 2><1Oh5 M por 60
minutos (esquema 6a), mientras que otra muestra permanecic
en agua de mar sin serotonina por el mismo tiempo ¥ luego
fue incubada en serotonina por 60 minutos (esquema 6b). Las
dos muestras se lavaron y se resuspendieron en pronasa 0.6
mg/ml durante 45 minutos. Pasado este tiempo las muestras se

lavaron y se colocaron en cada una de las soluciones de agua

de mar al 75, 100, 125, 150 v 1756% durante 10 minutos. A
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continuacidn se lavaron e incubaron en agua de mar normal

por 3 horas antes de fijarse €F1).

*
() . 5 HT | pronasa 75% HZO mar HZO mar
' 60 min ! 45 min | 10 “min ! 3 hr | 4
*
(b | HZO mar, 5 HT , pronasa ,75% HZO mar HZO mar F
'60"min ! 60 min | 45 min | 10 "min | 3 hr I "4

ESQUEMA 6(a-b). * & 100, 125, 150 y 175%.

7.- AGUA PESADA (DEOI. Se prepard agua de mar
artificial con 484 mM NaCl, 10 mM KCl, 27 mM MgClz, 29 mM
MgSO4, 10 mM CaClz. 2.4 mM NaHCOa. a pH 8, disolviendo las
sales en la mezcla apropiada de HZO (agua destilada) v Dzo
para tener agua pesada a concentraciones de: 10, 20, 30, 40
v 50%. Los ovocitos lavados fueron expuestos a una solucion
de serotonina 2}(10_5 M durante 60 minutos, lavados vy
resuspendidos en pronasa 0.3 mg/ml por 45 minutos. Al salir
de la pronasa fueron lavados y tratados con agua de mar al

0, 10, 20, 30, 40 y 50% de DZO (esquema 7a).

Para cada una de las muestras se establecieron dos

tiempos de exposicidén: 30 y 60 minutos. Transcurrido el
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tiempo sefialado las muestras se lavaron y permanecieron en
agua de mar normal por 5 horas. Se dividieron las muestras
en dos partes:!: una fue fijada inmediatamente (Fi} v la otra
permaneci® 18 horas en agua de mar antes de ser fijada (le.
El control para los experimentos con agua pesada fue agua de
mar artificial (esquema T7a, 0% de DZOI. Este lote de ovocitos

es tratado en resultados como la Hembra A,

#
5 HT |, pronasa 50% D O

i | H O mar
60 min! 45 min l

F

60 mink#| 21 npx 1 74
H O mar | F
18 hr | "z

ESQUEMA Ta. * & 0, 10, 20, 30 y 40% de DZO.

*¥% ¢4 30 min-4:30 hr.

Con otro lote de ovocitos (Hembra B) se probd el mismo
tratamiento anterior pero utilizando unicamente 50% de DZO
en agua de mar y los dos tiempos: 30 y 60 minutos. Las
muestras fueron lavadas y permanecieron en agua de mar 5
horas, luego fueron divididas en tres partes: una fue fijada
(Fi), otra permaneci® 24 horas en agua de mar (FZ) v una
tercera fue fertilizada vy fijada 3 horas después (Fg)

(esquema Th). El control fue con agua de mar artificial

(egsquema 7b, 0% de DEO)'



a7

F(fs hr | T

(b) 5 HT | pronasa | 50% D20*| H O mar l
' 60 min! 45 min | 60 min#*| 4 hr**

7
| H O mar

| F
“24 hr | 2

ESQUEMA Tb. #* & 0%, %% & 30 min-4:30 hr.

Dos lotes méds de ovocitos (Hembras € v D) fueron

tratados con agua pesada al 650 v T75% (esquema Tec)., E1

control para agua pesada fue agua de mar artificial (esquema
Te, 0% de DZO).
- d F
N 3:22 hr 5
(c) | 5 HT |, pronasa , 50% D O | HEO mar P
" 60 min! 45 min | 60 min#%! 138 hr#x 1
HO mar -

ESQUEMA Tc. * & 0% vy T76%.

#% ¢ 45 min-1:53 hr ¥ 30 min-2:08 hr.



RESULTADOS:

1~ SEROTONINA. Para inducir la ruptura de la vesicula
germinal y llevar a metafase I a los ovocitos se utilizd
serotonina 2:~;10"5 M (ver metodologia, esquema la)., La tabla
2 muestra los porcentajes de ovocitos en metafase 1 con ¥

gin el tratamiento de serotonina.

Se observa que el efecto de la serotonina es muy
constante, causando la ruptura de la vesicula germinal y el
desarrollo hasta metafase I de meiosis en » 86% de los
ovocitos en los 17 lotes de ovocitos probados (ver tabla 2,
figura la-b). En cambio el porcentaje de ovocitos que rompen
la vesicula germinal espontaneamente (sgin 5-HT) es muy
variable ¥y siempre menor. Las muestras tratadas con
serotonina fueron fertilizadas, para descartar dafilo en los

ovocitos, y lograron formar embriones normales (96-100%).

En los resultados de la +tabla 3 se observa que la
serotonina actua de igual manera en agua de mar normal como
en agua de mar libre de calcio. Asi la induccidn de metafase

I por 5-HT no requiere de calcio extracelular.

28



% de ovocitos en metafase 1
gin 5-HT con 5-HT
89 100
48 96
96 100
54 97
91 97
3 89
81 98
45 94
34 90
63 96
71 88
2 96
37 99
16 94
50 95
92 95
68 86

TABLA 2.- Efecto de serotonina 2x10k5 M
sobre el porcentaje de ovocitos en
metafase I, con 17 diferentes lotes de
ovocitos. El control es agua de mar sin
gserotonina (ver metodologia, esquema la).

29
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% de ovocitos en metafase 1

con 5-HT gin 5-HT

10 mM calcio 0 mM calcio 10 mM calcio 0 mM calcio
88 89 71 54
94 92 16 8
95 91 50 59

TABLA 3.-Efecto del calcio extracelular en la actividad de
la serotonina para llevar a los ovocitos a metafase I. Se
presentaron porcentajes similares en ambos casos (con y sin
calcio extracelular, la solucidn sin calcio contenia 2 mM de
EGTA ). Ver esquema lb ¥y c de la metodologia.
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FIGURA la-b.- a) Ovocito con vesicula germinal., cromosomas
tefiidos con bisbenzamida un colorante fluorescente
(Calbiochem, Hoechst 33258), observado con microscopia de
fluorescencia. b) Ovocito en metafase 1 después del

tratamiento con serotonina.
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2- ALTO CALCIO. E1 alto calcio no provoca segmentacidn

ni la formacidn de cuerpos polares (tablas 4 v 5). En una
muestra (ver tabla 4) hubo wun 11% de segmentaci®n en
ovocitos expuestos a 150 mM de calcio por 15 minutos. Sin
embargo esta respuesta no se repitid en otros dos

experimentos (ver “repeticién” tabla 4 y 150 en tabla 5).

Altas concentraciones de calcio, en ovocitos no
expuestos a serotonina, provocaron un leve aumento en el
porcentaje en metafase 1 (tabla §), pero también caus® la
fragmentaci®™n de cromosomas y disminuyvd el porcentaje de
fertilizacidn (tabla 5). Se concluy® que el alte ecalcio
extracelular no es adecuado para inducir desarrollec en los

ovocitos de ostidn.

3- IONOFORO de CALCIO (A23187). Al utilizar A23187
(ver metodologia, esquema 3a-b) los ovocitos no mostraron
gsignos de activacidn permaneciendo en metafase I en un
porcentaje alto, similar al presentado en el control el cual

mostrd un 96% de ovocitos en metafase I (tabla 6).

Los controles fertilizados muestran que los ovocitos no



sin &8-HT % de ovocitos
' I ¥ ¥
2 a
metal 1 1 c.p sey metaf 1| 1 c.p sed Fert
&
{d) Control 34 0 0 - - - 84
(b) 15 min 54 0 2 34 Q 11 83
30 min 49 4] 2 50 3 1 BO
Repeticidn
(d) Control - - - 65 0 0 a3
(h) 15 min - - = 57 Q 0 75
con H--HT % de ovoeitos
moebaf [ Il eup sey metaf 1| 1 c.p sod Fert
() Control 4o 0 Q - - - aT
ta) 15 min 01 0 1 88 1 0 84
30 min 88 0 3 90 1 2 39

TABLA 4.~ Efncto de 150 mM de ealeio con dos diferentes tiempos e
nxposicitn, Se muestran los diferentes poreentajes de ovoecites  on

metafase 1. econ | cuerpo polar y en scumentacion [ijados 2 horas LE )

1

v 7 horas (¥ v F ) despuss del tratamiento con ealeio,. La muestra F]

2 K| g

fue fertilizada para probar normalidad de los ovoecitos. En F ¥ FZ ¢
; 1

omile el complemento hasta sumar 100% por tratarse de ovecitos con
vesfeula germinal. En base n los resultados se concluye que 130 mM de
calcio no provocd segmentacidn excepto en una muestra con 11% . pero
2o repitit el mismo tratamiento con otro lote de ovocitos ¥ el

rezultado fue 0% de seementacidn (ver repeticidn. 15 min. th

las letras en parentesis se refieren a los esquemas 2a-d en la

metodologfn,

33



34

i - |
L sin 5-HT % de ovocitos
I ¥ 0
1 2 5
met 1|1 cp seg |gran [(met 1|1 cp se¢ |dran |[Fert
§
(d] Control 9 1 0 0 = - - - 81
() 50  mM 12 4] 0 Q 5 0 0 e 32
100 mh 145 0 V] Q ) 6] 0 13 13
1560 18 Q Q Q 6 3 0 16 20
200 27 Q 0 15 13 2 ¢] 23 14
250 52 0 0 7 Q0 16 0 3.4 16
300 34 0 0 Q 7 11 0 33 37

TABLA 5.~ Ovocibtos expuestos a varins concentraciones de calcio por
15 minvios. Ningdn tratamiento did como resultade scementacidn,
aunque el calcio produjo un leve aumento en el nimero de ovocitos
gue rompieron su vesfcula germinal y llegaron a metafase T. También
el calecio provoed la  fragmentacidn de  cromosomas, despues  de
metafase 1. formando unos grinulos (categoria gran). El  hecho que
e¢). porcentaje de ovocitos fertilizados bhai® en consecuencia del
tratamiento con calcio (Fq] confirma que hubo dafo.

l.as letras en paréntesis se refieren a los esquemas 2d ¥ e en la

metodologia.



% DE OVOCITOS

F F

Fi 2 3
metaf I/ 1 c.p seg metaf I| 1 c.p seg Fert

(a)5uM A23187 97 1 2 96 0 3 81

0.1% DMSO 96 2 2 98 0 2 84

20uM A23187 95 0 4 94 0 3 85

0.4% DMSO 95 0 5 98 0 2 89

(b)Control 96 0 0 - - - 97
TABLA 6.- Efecto del ionoforo de calcio (A23187). Los ovocitos fueron
previamente llevados a metafase I con serotonina. El1 A23187 no
estimuld la formacién de cuerpos polares ni la segmentacién, aunque

no daffo a los ovocitos como se ve por su alto porcentaje de
fertilizaci®n (Fs). Las letras en paréntesis se refieren a los

esquemas 3Ja-b en la metodologia.
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fueron dafiados por el ionoforo vya que segmentaron. Se
concluy® que el A23187 que supuestamente aumenta el calcio
intracelular, tampoco induce el desarrollo en ovocitos de

ostidn,

4- AGUA DE MAR ALCALINA. Se probd el efecto de agua de
mar alcalina con ovocitos no expuestos a serotonina como
también en ovocitos previamente madurados con serotonina
(ver metodologia, esquema 4a-e). En todas las condiciones
(pH 8.6 y pH 9.0, 20 y 40 minutos de exposicidn) los
ovocitos previamente expuestos a serotonina casi no
respondieron, dando un miximo de 2% con un cuerpo polar (ﬁH

9.0, 40 minutos, gr&ifica 1B).

Los ovocitos no expuestos a serotonina dieron mejores
resultados: 31% con un cuerpo polar después de la incubacidn
a pH 9.0 por 20 minutos (ver grafica 1A), y 55% con un
cuerpo polar después de ser incubados a pH 9.0 por 40
minutos (ver grafica 1B). Ademés hubo un 10% de
segmentaci®n normal en la muestra expuesta a pH 8.6 por 40
minutos (grifica 1B). Este experimento se repitid al final

de la temporada con resultados negativos (quedando los



Porcentae de ovocitos
100%

2 F.o
BO%F—— “ T £ E— —ee sttt o SHUS .
80% T F— -
PO | IR - G
20% F—-— DA% SISS—— L_._, e § 8 : _—
0% ; ., : o k\ e e
-BHT +6HT =6HT +6HT =6HT +6HT
H 80 886 oH 9.0

Bl segmentado 1 Cuerpo polar  [) Metafase |

Porcentae de ovoci1os

100% -

1210 ) e G e O S e

80% R g ST PSoy— ‘ SEES— » e e B

L b 1 e 50 =
20% o fii .
0% — :
=6HT +6HT =6HT +6HT -6HT +6HT
cH 8.0 tH 8.8 pH 9.0

B sogmentadco S 1 Cuerpo poiar [ Metafasa |

GRAFICA 1A- oOvocitos expuestos a
agua de mar alcalina (pH 8.6 y ©pH
9.0) por 20 minutos, con Yy sin
tratamiento previo de serotonina
(ver esquema 4a, c y d). Ovocitos no
estimulados con serotonina expuestos
a pH 9.0 respondieron mejor (31% con
1 cuerpo polar).

GRAFICA 1B-Pertenece al experimento
reportado en la grafica anterior,
pero con 40 minutos de exposicién al
agua de mar alcalina (esquema 4b, ¢
y e). La mejor respuesta fue con el
pH 8.6 en ovocitos no expuestos a
serotonina (11% de segmentacidn
normal). También habia un alto
porcentaje de 1 cuerpo polar en la

muestra que fue expuesta a pH 9.0.
anteriormente.
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ovocitos en metafase 1). Para descartar dafio en los ovocitos
las muestras fueron fertilizadas, desarrollando hasta

embriones aparentemente normales (98-100%).

5- PRONASA. En el primer experimento con pronasa,

ovocitos previamente estimulados con serotonina para llegar
a metafase 1 de meiosis fueron expuestos a diferentes
concentraciones de pronasa durante 60 minutos (ver
metodologia, esquema 5a). Se encontrd® que muchos ovocitos
tratados con 0.3 y 0.6 mg/ml de pronasa fueron activados,
formando 1 & 2 cuerpos polares, mientras que con las
concentrgciones de 1.2 y 1.8 mg/ml los ovocitos fueron

destruidos (ver tabla 7).

En otro experimento realizado de la misma manera (sin
5-HT), se encontrd un porcentaje més bajo de ovocitos con 1
v 2 cuerpos polares (38% con 0.6 mg/ml y 53% con 0.3 mg/ml
de pronasa). Por esto se decidi® tratar a los ovocitos con

serotonina antes de la pronasa ya que respondieron mejor.

En los siguientes experimentos se trabajd con

concentraciones de 0.3 y 0.6 mg/ml con varios tiempos: 15,
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con 5-HT % DE OVOCITOS

I“
i

Concentracién metafase 1| 1 c.p 2 c.p destruidos
de pronasa

(a)Control 100 0 0 0
(b)0.3 mg/ml 3 18 73 4
0.6 5 20 61 6
1.2 5 11 26 44
1.8 0 4 17 656
TABLA 7.- Efecto de cuatro diferentes concentraciones de
pronasa, sobre el porcentaje de ovocitos en metafase I, con
1 ¥ 2 cuerpos polares y destruidos. Las muestras fueron

fijadas 1 hora después de comenzar el tratamiento con
pronasa (ver esquema 5a y b, Fi). El complemento para sumar
100% corresponde a ovocitos agrupados en una categoria de

dudosos.
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30, 45 y 60 minutos, para cada concentracidn (ver
metodologia, esquema 5d-e). Los resultados muestran que el
tiempo Optimo de exposiciddn a pronasa para la obtencidn de
1 cuerpo polar es de 15 minutos, mientras que para 2 cuerpos

polares es necesario 45 minutos (graficas 2 y 33 figura

2a-d) .

Algunas de las muestras que permanecieron resuspendidas
en agua de mar, por espacio de 6 horas despugs del
tratamiento con pronasa, mostraron un aumento en el
porcentaje de cuerpos polares (tabla 8, lineas 2-4),
mientras en otras muestras no hubo mas desarrollo que en la
muestra de 1 hr (tabla 8, linea 1). A veces, especialmente
en ovocitos expuestos por mAs tiempo a pronasa, la capa
vitelina se disolvié completamente y uno o ambos de los
cuerpos polares cayeron. Esta disminucidn en el numero de
cuerpos polares se ve en los datos de la tabla 8, 7 horas
con 0.3 mg/ml de pronasa a 45 y 60 minutos (linea 2) vy con
0.6 mg/ml a 45 minutos (linea 4). Las muestras con el
tratamiento de pronasa fueron fertilizadas presentando un
desarrollo hasta embriones aparentemente normal (88-99%),

con una pariencia muy semejante a la del control (figura



Poroentaj® de ovocitos

Poroentaje de ovooltos

1

100% 100%
i A N /
1/ 1/ /\
m 1 A | m A A s A
0 rs 30 ") 60 0 I 30 4 60
Tiempo de exposicion en minutos Tiempo de exposicion en MiNUtos
—8— 1 Cuerpo polar —&— 2 Cuerpos polares =8~ 1 QOuerpo polar —&— 2 Querpos polaree
Poroenteje de ovooitos
100%
oo% GRAFICA 2- Efecto de 0.3 mg/ml
pronasa en tres lotes de ovocitos.
- A A”'//A Se muestran los porcentajes de 1 v 2
// \\\\> ////> cuerpos polares. En el tiempo O
40% aparece el control no sometido a
/7 //;%:\\\NL“_~“___ pronasa. Muestras fijadas 1 hora
20% 4// M///’ después del inicio del tratamiento
o \ i : con pronasa (ver esquema 5d y e, F
eo

(o]

18 30 45
Tiempo de exposicion en minutos
—8— 1 Cuerpo polar —&— 2 Cuerpoe polares

en metodologia).
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Poroentaje ds Ovoo! 108 ooy "ZR d8 ovooitos
- L 80%

e 60% P\S
/X 0 S—
e = =

Tiempo de exposicion en minutos Tiempo de exposicion en minutocs

—8— 1 Cusrpo poler —& 2 Ouerpos polsres -8- 1) Cuerpo polar —&— 2 Cuerpos polares

GRAFICA 3- Efecto de 0.6 mg/ml de pronasa en dos lotes de
ovocitos. Se observa un comportamiento similar a los experimentos
de las graficas anteriores. Estas muestras corresponden a los dos

primeros lotes de ovocitos de 1la grafica 2

(igual tiempo de
fijaciédn).
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F1GURA 2a-d.- Ovocitos tratados con pronasa 0.3 mg/ml,
durante 45 minutos (previa serotonina), todas los ovocitos
fueron fiijados al tiempo Fi (ver esquema 5d). a) Ovocito con
I cuerpo polar. b) Ovocito con 2 cuerpos polares, con
cromosomas femeninos condensados. c¢) Ovocito con 2 cuerpos
polares, los cromosomas femeninos se hallan descondensandos.
d) Ovocito con 2 cuerpos polares tratado con 0.6 mg/ml. el
pronicleo femenino aparece descondensado (cp=cuerpo polar;

pn=prondcleo femenino).
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% de ovocitos. CONCENTRACION 0.3 mg/ml (ver grafica 2A, B y C)
TTEMPO Ir ¥
1 2
metaf 1 1 c.p 2 c.p metaf 1 1l c.p 2 c.p
1.-Control 100 0 0 - - -
15 min 30 70 0 29 71 0
30 8 41 51 17 32 51
45 g 12 80 3 10 87
60 7 6 86 0 17 83
2.-Control 97 0 0 - - -
15 min 14 57 5 0 47 53
30 5 64 8 0 40 58
45 1 13 85 0 38 62
60 0 10 83 0 50 50
3.-Control 100 0 0 - - -
15 min 36 64 0 19 81 0
30 6 38 32 4 50 40
45 3 25 63 1 28 68
60 0 20 70 1 17 51
% de ovocitos. CONCENTRACION 0.6 mg/ml (ver grifica 3B)
4,-Control 97 0 0 - - -
16 min 21 63 16 0 50 50
30 16 58 26 1 48 50
415 4 49 44 0 24 40

TABLA 8.- Efecto del tiempo de incubaciédn despufs del tratamiento
con pronasa, sobre el porcentaje de metafase 1, 1 y 2 cuerpos
polares. lLas muestras F} fueron fijada 1 hora y las muestras FZ T
horas desgpués del inicio del tratamiento con pronasa. Se omite el

complemento hasta sumar 100% por tratarse de wuna categorfia de

destruidos.
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Ba'—b) .

Se llevaron a cabo 10 experimentos adicionales, al
final de la temporada, con 0.3, 0.45 y 0.6 mg/ml de pronasa
con tiempo de exposicién de 45 minutos y mostraron altos
porcentajes de formacién de 1 & 2 cuerpos polares pero en
proporciones variables (60-88%, tabla 9). En conclusidén se
puede decir que la pronasa did resultados muy constantes
estimulando a los ovocitos para formar 1 & 2 cuerpos polares
pero después la mayoria quedaron con cromosomas condensados

(figura 2b) y no formaron pronticleos ni segmentaron.

6.- AGUA DE MAR HPO- e HPER-OSMOTICA. Los resultados
muestran que las soluciones hipo- e hiperosmdticas no
inducen segmentaci®n en ovocitos previamente activados con
pronasa (tabla 10). Ademis se observa una inhibicidén en la
formaci®n de cuerpos polares con respecto al control (tabla
10). Posiblemente el mé&todo tendria mis exito si se varia el
tiempo entre el tratamiento con pronasa y el tratamiento con

agua de mar de salinidad alterada.

7- AGUA DE MAR PESADA (DZO). En este experimento se



FIGURA 3a-b.- a) Ovocito tratado con 0.3 mg/ml de pronasa ¥

fertilizado, fijado 6 hrs después (ver esquema 5d,. FJ). Se
observan blAstulas normales. b) Ovocito sin tratamiento v

fertilizado (control).
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con 5-HT % de ovocitos
I“
1
Concentracidén Metafase 1 1 c.polar 2 c.polares

de pronasa

0-Controles 89-100 0 0
0.3 mg/ml 15 73 10
0.3 6 51 27
0.3 2 32 50
0.3 8 19 55
0.3 0 29 48
0.3 0 33 27
0.45 0 31 36
0.45 4 42 46
0.6 11 72 10
0.6 4 42 43

TABLA 9.- Experimentos adicionales de fin de temporada.
Porcentaje de ovocitos en metafase I, con 1 y 2 cuerpos
polares. Los ovocitos fueron expuestos a pronasa por 45
minutos lavados y fijados a los 60 minutos (ver esquema 5d y
e, en metodologia). Aunque las proporciones de ovocitos con
1 v 2 cuerpos polares fueron variables, siempre hubo wun

porcentaje alto.



48

(a) con 5-HT inmediatamente

% de ovocitos

Metafase 1 1 c.p 2 c.p Segm
75% 63 34 3 0
Control 0 84 0 0
125% 24 56 8 0
150% 19 57 9 0
175% 11 52 10 0

(b) con 5-HT despues de 1 hr

Metafase 1 1 c.p 2 c.p Segm
75% 45 38 17 6
Control 5t - - -
125% »* - - -
150% 29 39 13
175% 30 41 14 0
TABLA 10.- Muestras de ovocitos expuestos a varias

concentraciones de agua de mar (hipo- e hiperosmétioca)
después del tratamiento con pronasa.

% Muestras destruidas. El1 control en 1la primera linea
presentd un 16% de ovocitos con cromosomas fragmentados en
el citoplasma. Las letras en los paréntesis se refieren a

los tratamientos en esquema 6a y b (ver métodos).
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utilizé® agua pesada para estimular segmentacidén en ovocitos
previamente expuestos a pronasa. Se wutilizaron diferentes
concentraciones de D20 en agua de mar desde 0, 10, 20, 30,
40 hasta 50% con dos diferentes tiempos de exposicicn (30 y
60 minutos), para un mismo lote de ovocitos (ver metodologia
esquema 7a). Se repiti el experimento con 50% de DZO
(esquema 7b). Las concentraciones con 0% (control) y 10% de
DZO no presentaron ningiin porcentaje de segmentacidn,
mientras que en 20% de DZO para ambos tiempos solo 1-2% del

porcentaje de ovocitos presentaron segmentacidn.

Las concentraciones que presentaron porcentajes de
segmentaci®én mayores que 2% fueron 30, 40 y 50% como se
muestra en la grifica 4, en donde el tiempo O representa
aquella muestra donde los ovocitos no fueron expuestos al
agua pesada y no mostraron signos de segmentacidtn. En la
grifica se aprecia que la concentracidn donde mayor
porcentaje de segmentacién se presentd fue de 50% de DZO en
agua de mar (grifica 4). La apariencia de los embriones se

ve en la figura 4a-d.

Luego se probaron 50 y 75% de DZO en agua de mar con
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GRAFICA 4.- Porcentaje de ovocitos con segmentacién normal ¥y
anormal, con dos tiempos de exposicién (30 y 60 minutos) a
tres diferentes concentracions de agua pesada 30, 40 y 50%
en agua de mar. Previamente expuestos a 5-HT y pronasa 0.3
mg/ml durante 45 min. E1 tiempo 0 representa el control con
respecto al agua pesada, donde no se present® ningln
porcentaje de ovocitos segmentados. Se trata de dos
diferentes lotes de ovocitos (hembra A, esquema 7a-b; hembra
B, esquema 7c-d, Fi).
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FIGURA 4n-d.- Ovoeitos tratados con I o al 50% durante 60
3

minutos (previo Lratamienlto con serotonina v pronasal. al

Fmbri-n con varios nicleos, sedgmentacitn normal {tiempo de

fijincion F . ver esquema (a). b) Embri:n con segmentacisn
}

anormal. o) Embricon fiiado en F . en esquema J7a. d) Mismo
i

embrion anterior visto con conlrate de fase.,
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tres diferentes tiempos: 30, 45 y 60 minutos, para ambas
soluciones (ver metodologia, esquema 7c¢). Se traba,jd con dos
lotes diferentes de ovocitos (Hembras C y D). Se aprecia en
los resultados (graficas 5 y 6) que en ninguno de los dos
lotes de ovocitos se presentd segmentacidn normal. Mientras
aumenta la concentracidn de DZO, asi como el tiempo de
exposicidn, aumenta el porcentaje de segmentacidén anormal

(figura 5).
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GRAFICA 5.- Porcentaje de ovocitos
con segmentacién normal y anormal,
con tres tiempos de exposicién (30,
45 y 60 minutos) a dos diferentes
concentracionesde agua pesada 50 vy
75% en agua de mar. El tiempo O
representa el control con respecto
al agua pesada, donde no se presentd

ningdn porcentaje de ovocitos
segmentados. No se presentd
segmentacidn normal (hembra C,

esquemas 7e y f, F‘).

GRAFICA 6- Segundo lote de ovocitos
tratados como en la grafica
anterior. Porcentaje de ovocitos con
segmentacidén normal y
(hembra D).

anormal
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FIGURA 5.~ Ovocito tratado con 75% de DI QO durante 30 minutos
z

{previa scrotonina v pronasa). muestra scegmentaci’'n anormal .



DISCUSION

RUPTURA DE VESICULA GERMINAL
En el presente trabajo se encontrd que la serotonina es

un buen agente para inducir la maduracidén de los ovocitos

hasta metafase I de meiosis, dando un rendimiento alto v

constante de ovocitos dque pueden ser fertilizados con

desarrollo hasta larvas.

Osanai (1985) reportd la ruptura de vesicula germinal
con 1 uM de serotonina aundue el porcentaije de ovocitos aue
llegaron a metafase I fue variable y a veces baja (15-100%).
En trabajos posteriores Osanai y Kuraishi (1988), y Osanai v
Kvozuka (1988) utilizaron una concentracidén de 10 uM de S5~HT
para RVG (ruptura de vesficula germinal), sin embargo no
reportaron datos sobre los porcentajes de ovocitos en
metafase 1 obtenidos y no los fertilizaron. En nuestro
trabajo se utilizd 20 uM de serotonina, encontrando ) 86% de
los ovocitos en metafase I en todos los lotes (17) probados

(ver tabla 2), v se fertilizd encontrando desarrollo normal.

También se investigo si  la presencia de calcio
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extracelular e; necesario para la RVG inducida por
serotonina. En los bivalvos, Barnea vy Spisula se ha
observado que hay una captacién de calcio extracelular
cuando son estimulados por espermatozolides o agentes
artificiales. %e ha demostrado <ue la RVG, 1inducida por
estos adentes, no ocurre cuando el agua de mar no contiene
calcio (Dubé, 1988; Dubé y Guerrier, 1982b). Se concluve que
la captacidn de calcio extracelular es necesaria para la

activacidn en sstas especies.

Mientras que, en ostidn se encontrdé que el calcio
extracelular no es necesario para la RVG inducida por
serotonina (ver tabla 3). Ademds, el porcentaje de ovocitos
ague rompleron sus vesiculas espontaneamente en los controles
sin serotonina, fue muy similar en agua de mar con calcio vy

sin calcio (tabla 3).

Osanali y Kuraishi (1988), también encontraron qgue el
porcentaje de RVG inducido por 10 uM de 5-HT fue igual en
agua de mar libre de calcio y magnesio a pH 6 gue en agua de
mar completa a pH 6 (55 y 50% respectivamente), pero no

presentaron resultados al pH fisioldgico.
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Estos resultados nos muestran que la captacidn de
calcio extracelular no es necesaria para estimular la RVG v
llegar a metafase 1 en ostidén. §i estos eventos son
estimulados por un aumento en la concentracidédn de calcio

intracelular, el calcio vendria de fuentes 1intracelulares.

FORMACION DE CUERPOS POLARES

Ovocitos expuestos a alto calcio extracelular (50-200
mM) tampoco formaron cuerpos polares (ver tablas 4 y 5). Con
las concentraciones mas altas de calcio extracelular hubo un
bajo porcentaje con 1 cuerpo polar, pero se observaron
seflales de daflo en las muestras (fragmentacidn de
cromosomas, ver. tabla 5). En experimentos con alto calcio
sin SHT, el porcentaje de ovocitos con RVG que llegaron a
metafase I fue ligeramente mds alto que en los controles en
agua de mar normal (tabla 5), pero no se sabe si fue una

respuesta fisioldgica o por dafio.

El ionoforo A23187 a 5 y 20 uM no indujo 1la formacidn
de cuerpos polares en ovocitos en metafase 1 (tratados
anteriormente con 5-HT, tabla 6). En c¢ontraste, Osanai v

Kuraishi (1989), reportaron aue el A23187 (10 uM) provocd la
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formacid4n de cuerpos polares en un 2-39% de ovocitos
previamente tratados con 10 uM de 5~HT; e .desconoce la
razédn para la discrepancia de resultados, aungue puede ser
poraue los ovocitos con los gue realizaron sus experimentos

presentaron mavor disponibilidad de formar cuerpos polares
espontaneamenta (hasta 12%). En ninguna de las muestras del
presente trabajio hubo formacidn espontanea de cuerpos
polares. Se concluvyd due ni el A23187 ni el alto calcio
mxtracelular son adecuados para estimular el desarrollo en

ovocitos de ostidn.

En cambio el A23187 estimuld en un 100% el desarrollo
de metafase 1 a cuerpos polares en Mytilus (Dufresne-Dubé et
al., 1983) v el RVG y la formacidn de cuerpos polares en
Sptsula (Schuetz, 1975) (ver tabla 1). Normalmente el
A23187 ocasiona un aumento en calcio intracelular (Ridaway
et al., 1977), pero sin medir calcio intracelular no se
puede concluir porgue no estimuld a los ovocitos en ostidn.
Se puede pensar gue no aumentd el calcio intracelular o bien
que otro factor en adicidn al aumento en calcio intracelular

fue necesario para activar a los ovocitos.
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El agua de mar alcalina (pH 9) no estimuld la formacidn

de cuerpos polares en ovocitos previamehte tratados con 5-HT
(agrifica 1). Sin embargo, aplicada a ovocitos sin 5-HT el
agua de mar alcalina causé la formacidn de 1 cuerpo polar en
un 31% y en un 55% de los ovocitos, en dos experimentos

(grafica 1).

Osanai y Kuraishi (1989) también experimentaron con
agua de mar alcalina. Ajustaron el pH a 9.3 con NaOH, aunque
se ha demostrado que el NH4+ s mids efectivo para aumentar
el pH intracelular en varias células (Shen, 1982). En todos
sus experimentos c¢on agua de mar alcalina utilizaron
ovocitos en metafase I (inducido con 5-HT). El porcentaje de
ovocitos que formaron cuerpos polares (no precisaron el
ndmero de ellos) fue variable de 1 a 69%. En los controles a
pH 8.3 de 0~11% formaron cuerpos polares, asi alaunos 1lotes
tuvieron la disponibilidad de formar cuerpos polares
espontaneamente. En tres lotes de ovocitos que presentaron
4-22% con cuerpos polares en agua de mar alcalina, se
presentd un 31-61% de ovocitos con cuerpos polares cuando el
ionoforo A2318§ (10uM) estuvo presente, sugiriendo que la

combinacidn de estos dos agentes fue mAs efectiva aque la
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accidn de uno solo.

£1 diseflo racional de estrategias para activar ovocitos
v la interpretacidn de los resultados obtenidos con agentes
agque modifican calcio v pH se tornan dificiles por la falta
de informacidn sobre los verdaderos cambios en
concentraciones intracelulares de iones durante la
activacidn por 5-HT vy 1la fertilizacidn normal. Hasta la
fecha no hav reportes, excepto una mencidn preliminar con
Barnea (Brassard et al., 1988), sobre mediciones de niveles
de calcio vy pH intracelular durante 1la activacidn en

ovocitos de ostidn.

£1 agente que nos did mejor resultado en estimular 1la
formacidn de cuerpos polares fue la enzima proteolitica
no-aespeci{fica pronasa. %e utilizd pronasa tipo XXV de Sigma
a concentraciones de 0.3 y 0.6 mg/ml en agua de mar
aplicadas a ovocitos en metafase I (previo tratamiento con
serotonina). Ademids, variando el tiempo de exposicidn a
pronasa se podfia favorecer la formacidén de solamente 1
cuerpo polar (15 min) o bien 1la formacidén de 2 cuerpos

polares (45 min, tabla 7). De los datos de las tablas 7-9,
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se obtiene un promedio de 83 + 11% (8D. n= 16 muestras) de
ovocilitos formando 1 & 2 cuerpos polares en respuesta a 1la
pronasa. AUNn con ovocitos del fin de la temporada 78 + 9%
(n= 10 muestras) formaron 1 & 2 cuerpos polares (tabla 9).
Este alto vy constante rendimiento contrasta con los
rendimientos variables y mAs bajos de los tratamientos

descritos anteriormente (alto calcio, A23187, alto pH).

Osanal y Kyozuka (1988), reportaron que pronasa causa
RVG vy la formacidn de cuerpos polares sin segmentacidn en
Crassostrea gigas. Los porcentajes con cuerpos polares (no
especifican cuantos) después de 2:30 horas de incubacidn
continua c¢oh ;a enzima, fueron 10.6% con 1 mg/ml de pronasa.
8.6% con 0.5 mg/ml, 17.9% con 0.25 ma/ml, 17.8% con 0.125
ma/ml vy 0.8% con 0.063 mg/ml, un rendimiento mucho mas bajo

que el reportado en el presente trabajo.

Se desconoce el mecanismo de accidn de la pronasa. Una
posibilidad es que la enzima altere 1la conformacidédn de
“receptores” en la membrana plasmitica imitando el efecto
del espermatozoide. Otra posibilidad es gue actua dentro del

ovocito, degradando inhibidores o liberando activadores. Por
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ejemplo se ha establecido en Xenopus aue un inhibidor
llamado factor citoestdtico (CSF) es rel responsable de
mantener a los ovocitos arrestados en metafase II antes de
la fecundacidn - (Masui vy Markert, 1971). Después de la
fecundacidn o activacidn artificial havy un aumento en el
interior de la célula de una proteasa gue destruve el CSF
(Sagata et al., 1989: Watanabe et al.., 1989). Seria
interesante determinar si 1 mismo CSF mantiene a 1los
ovocitos de ostidn en metafase I antes de la fecundacidn.
También es interesante seflalar que los ovocitos tratados con
pronasa fueron fertilizados vy presentaron segmentacidn
aparentemente normal, lo cual descarta ;a posibilidad de
dafio. Esta observacidn indica que a pesar de estar activados
los ovocitos no tuvieron un blogueo a la polispermia, o bien
que si tuvieron pero las moléculas superficiales

responsables del blogueo fueron destruidas por la pronasa.

SEGMENTACION

Antes de la realizacidn del presente trabajo,
unicamente Inaba (1936) reportd la obtencidn de seagmentacidn
por tratamiento quimico en ostidn, aungue los porcentajies

fueron variables y bajos (mAximo 34% pero en general mucho
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menor). Utilizé agua de mar alcalina con la adiciédn de
NH4OH. Reportéd la concentracidn de NH4OH usada pero no el
pH. Usando las mismas proporciones que Inaba (1936)

encontramos un pH de 9.3.

En el presente trabajo se encontrdé que en un
experimento con agua de mar a pH 8.6 sin serotonina hubo un
10% de ovocitos c¢on segmentacidén (grafica iB). En 1la
repeticiédn del mismo experimento, al final de la temporada,

no se obtuvo seagmentacidn.

Se concluvd gue agua de mar alcalina no fue adecuado
para inducir segmentacidn en ostidn . Ademids, en el estudio
de 1Inaba (1936) todas las larvas aque obtuvo fueron

anormales.

Otro tratamiento que ha sido wutilizado para inducir
seagmentacién en erizo es agua de mar hiperténica (ver
Antecedentes). Mientras que en el presente trabajo este
tratamiento no fue efectivo (tabla 10). Por eso se decidid
probar con agua pesada, due ha sido wutilizada para 1la

induccidn de asteres myltiples (un aster es 1gual a un
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centrosoma con radiaciones de microtubulos) en ovocitos de
erizo (8chatten, 1982) y para estimular la polimerizacidén de
microtUbulos en ovocitos de Xenopus (Heidemann y Kirschner,

1975).

Estudios fisicoguimicos con agua pesada indican que uno

de sus efectos es aumentar la fuerza de enlaces
hidrofdébicos promoviendo asi la estabilidad de
macromoléculas (Hanstein et al.. 1974). Este efecto puede

axplicar la polimerizacidn de tubulina en agua pesada pero
no se comprende todos los cambios gque puede causar en una
célula. Cuando ovocitos de ostidn previamente tratados con
serotonina v pronasa fueron tratados con agua pesada al 50%
en agua de mar se logrd un 11% de embriones con seamentacidén

(ver figura 4 y ar&fica 4).

1 siguiente paso serfa llevar a cabo experimentos para
tratar de aumentar el porcentaije de seamentacidn normal vy al
mismo tiempo llevar a los embriones partenogendticos hasta

adultos.



CONCLUSION

: -5
LLa serotonina al 2x10 M en agua de mar durante 1
hora, induce la ruptura de la vesfcula germinal en ovocitos

de ostidn llevandolos a metafase I, en altos porcentaljes.

La utilizacién de alto calcio extracelular (50-200 mM)
activa la formacidén de 1 cuerpo polar en muy baijos
porcentaies, y en altas concentraciones propicia dafjo en los

ovocitos.

El ionoforo A23187 (5 y 20 uM) no induce a la formacidn
de cuerpos polares en ovocitos en metafase 1. ni a 1la

segmenhtacidn.

£1 agua de mar alecalina (pH 9.0), sin tratamiento
previo de serotonina, estimula la formacidén de 1 cuerpo

polar en porcentajes bajos y variables.

LLa pronasa a concentraciones de 0.3 v 0.6 ma/ml en agua
de mar durante 15 minutos, previo tratamiento con

serotonina, activa consistentemente la formacidn de 1
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cuerpo polar en altos porcentalies, Yy ¢con 45 minutos de
exposicidn la formacidn de 2 cuerpos polares, pero no la

segmenhtacidn.

En ovocitos tratados con serotonina y pronasa tanto el
agua de mar hipotdénica (75%) como la hiperténica (125-175%)

no inducen a la seamentacidn.

tZn ovocitos, previamente tratados con serotonina v
pronasa, el agua pesada al 50% en agua de mar durante 60

minutos induce la segmentacidn en porcentajes del 10-11%.
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