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INTRODUCCI ON
Los ovocitosz de la mayoria de los @ animales estan

rodeados por una © mas capas a través de las cuales tiene

gque pasar el espermatozeoide para fertilizarlos. Las capas de

los ovocitos de cefaldpodos, insectos y teledsteos tienen

aberturas preformadas llamadas micrépilos, por los cuales
los espermatozoides pueden fertilizar al ovocito una vez que
han encontrado esta estructura CAustin, 1968>. Pero en
general los meoluscos, anélidos, crustéceos, equinodermoes,
hemicordados, tunicados, anfibios, reptiles y mamiferos
carecen de dichas estructuras especializadas Y sus
espermatozoides tienen que abrirse camino a través de las
capas gue reodean al ovocito CAustin, 1868), Generalmente se
ha pensado que el camino es ayudado por un agente litico que
porta el espermatozoide, la lisina CHoshi, 1985).

La lisina se encuentra en la vesicula acrosomal en la
parte anterior del espermatozoide. Cuando este hace contacto
con las capas del ovoclto la vesicula se abre por
exocitosis, liberando la lisina que disuelve una porcién de
las capas por la cual penetra el espermatozoide a la
membrana plasmitica del ovocito C(Hoshi, 18885).

Se puede definir la lisina como un agente litico que
porta el espermatozoide que le ayuda a abrirse camino a
través de las capas gue rodean al ovocito sin considerar su
mecanismo de accidn, localizacidn o almacenamiento. El

nombre especifico de la lisina dependerd de la capa sobre la
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ague tenga efecto, tales como lisina de la capa de gelatina,
lisina de la capa vilelina, eilc. En algunas especies hay
evidencias que las lisinas son enzimas (ejemplo: en
mamiferos y en asidia Malocynthia roretzi; Hoshi, 18885),
pero en otras las lisinas utilizan un mecanismo
no—-enzimatico, Cver antecedentes).

Los moluscos marinos poseen una lisina muy potente
ClLewis et al 1882>, y sus ovocitos poseen una dura capa
vitelina, lo cual viene siendo un obstaculo en
microinyeccidén al tratar de introducir en ellos cualquier
sustancia como genes que codifiquen para una hormona de
crecimiento, calcio, etc. Es por esto que en el presente
trabajo se pretende extraer lisina acrosomal de los
espermatozoldes de tres especles de moluscos HMHaliotis
rufescens, Aslraea undosa y Norrisia norrisi para probarla
en suspensidn y aplicarla localmente por microinyeceidn
sobre la capa vitelina de los ovocitos de su propia especie
asi como entre ellas, y conocer si estas lisinas trabajan de
manera especifica.

Asf como conocer la ultraestructura del acresoma de los

espermatozoides de Astraea undeosa y Norrisia norrisi.




ANTECEDENTES
Los primeros estudios realizados con lisinas comenzaron
en el siglo pasado, por Schenk (1878; ecitado por Hoshi,

1985), donde observé la dispersién de células foliculares

alrededor de ovocitos de mamiferos en una suspensidn de

espermatozoides. Hibbard (1828) y Wintrebert (1929) Ccitados
por Hoshi, 18885), descubrieron que los espermatozoides de la
rana Discoglossus pilctus contienen un agente que ataca la
capa de gelatina de los ovocitos, pero dicho descubrimiento
no fué apreciado en esos dias, porque se estaba buscando una
enzima espermitica que disolviera una capa superficial y
activara a su vez al ovocito.

Meves (1915; revisado por Dan, 1887) realizé trabajos
en invertebrados, descubriendo en el bivalvo Mytilus edulis
gque el espermatozoide entra al ovocito lisande la capa
vitelina y perdiendo con ello su acrosoma.

Tyler 1933 obtuvo un agente litico de los
espermatozoides de la lapa gigante Megathura crenulata que
tenfia la capacidad de disolver las capas del ovecito, y
resul tados similares obtuvo en el abul én Haliotis
cracherodit, pero en pruebas cruzadas la lisina de
H.cracherodii no tuvo ningin efecto sobre las capas de los
ovocitos de M. crenulata, ni viceversa. von Meden (1942,
1845; citado por Berg 193502, también ceoncluyéd con bases en
ensayos mas extensivos que las lisinas de la capa vitelina

de varios moluscos son hasta cierto punto especificos.




Berg 1980) reportd el aislamiente de lisinas del
acrosoma de Mytilus edulis y realizdé pruebas cruzadas de

extraclos de M. edulis y M. californianus donde el extracto

de M. calilfornianus fué capaz de disolver la capa vitelina

de los ovocitos de M. edulis, sin embargo el extracto de

éste tuvo un efecto litico muy débil sobre la capa vitelina
de ovocitos de M. caltiforntianus. También reporté que las
lisinas de la capa vitelina de M. edulis y M. caltfornianus
no disolvieron las capas de los ovecitos de Acmoea scabra,
Mya  arenartia, Urechis caupo ni de Strongylo&entrotus
purpuratus y extractos de éstas especies no tuvieron ningtn
efeclo sobre las capas de M. edultis (Berg, 1850).

Se supuso gque estas lisinas eran enzimas pero en 1974,
Haino-Fukushima demostré que la lisina del caracol Tegula
pfetfferi trabaja por un mecanismo no-enzimitico. Las
mol écul as de lisina se unen estequiomgtricamente con
moléculas de 1la capa vitelina, solubilizindol as =in
degradarlas CHaino-Fukushima, 19745. Posteriormente se
encontré que las lisinas de Haltotis rufescens (Lewis et
al., 1982 y Turbo cornutus (Ogawa y Haino-Fukushima, 1884D,
trabajan de la misma manera. El mecanismo de accidén de las
lisinas de Megathura crenulata y Mytilus edulis toedavia no
se ha decifrado.

Haino (19713 menciona que entre cuatro especies de
Tegula, las lisinas atacaban solamente capas vitelinas de su

propia especie. Vacquier et al., (1990 encontré que la
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lisina de NHaliotis rufescens no disolvid capas vitelinas de
Haliotis corrugata aunque la lisina de H. corrugata
disolvid capas vitelinas de M. rujescens.

La lisina de Haliotis rufescens se ha caracterizado por
geles de poliacrilamida con SDS encontrande dos componentes
con masas moleculares de 13,000 y 15,000 daltones (Lewis, et
al., 1980). También se han publicado varios estudios sobre
la morfologia de espermatozoides de Naliotis con microscopia
electrénica (Lewis et «l, 1880; Haino-Fukushima, y Usui,
1885,

No se ha reportado el uso de lisina acrosomal para
facilitar microinyececidn en ninguna especie, y no existen
estudios sobre lisinas ni de microscopia electrénica en

Astraea undosa y Norrisia norrist.




METODOLOGI A
1.- OBTENCION Y TRANSPORTACION DE ORGANISMOS
Se compraron abulones M. rujfescens sexualmente maduros

hembras y machos del Abalone Farm en Cayucos California.

Fueron transportados por avién hasta San Diego California y

puestos en acuarios en SCRIPPS con flujo de agua de mar
constante a 17°C Y mucha aereacidn por un dia para quitar el
estrés en los organismos y evitar un posible desove.
Posteriormente fueron trasladados a Ensenada B.C. al
Laboratorio de Bioclogfia de la Reproduccidén en la Facultad de
Ciencias, de la Universidad Autdénoma de Baja California, en
cajas de unicel con agua de mar fresca aproximadamente a
17°%c. Después fueron puestos en un acuario con filtro
bicldgico a temperatura de 15-18°¢C y alimentados diariamente
con Macrocistys pyrifera y mantenidos en la oscuridad.
Mientras que A. undosa y N. norrisi fueron colectados
por buceo libre en el Rancho Packard, Municipio de Ensenada
B.C. ¥y transportados al laboratorio en cubetas de pléistico
con camas de algas y puestos en el mismoe acuario con M.

rufescens.

2. ~LAVADO DE MATERI AL
Toda la cristaleria que se utilizé fue lavada con
Alconox, Cloralex 1:10 por una hora, Acido Clorhidrico
concentrado 1:60 por una hora, y enjuagadas con agua de la

llave en cada cambio y una ultima enjuagada con  agua
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destilada. Los cubreobjetos fueron lavados con Alconox vy
agua caliente, posteriormente enjuagados con agua desiilada

Yy almacenados en etanol al 85%.

3. - ELABORACION DE CAMARAS

La elaboracidn de camaras fué por el método de Kiehart
1882). Se hizo con los cubreobjetos lavados, donde en uno
de sus lados se pusieron 3 tiras de cinta con adhesivo por
ambos lados Cver fig. 1) puestos uno sobre otro y sobre de
ella un trozo de cubreobjetos rectangular de 3 mm X 1.2 mm
quedando un espacio de unos 300 pm aproximadamente de
altura. El cubreobjetos fue montado sobre un portaobjetos de
plexiglas con la cémara hacia abajo y otro cubreobjetos
pegado con silicén (Dow Corning) a la parte inferior del
portacbjetos formando otra cémara de 3 mm de alto, (fig. 2 y

3D,

4. - ELABORACION DE MICROFIPETAS Y MICROAGUJAS
Las microagujas se hicieron ceon capilares de cristal
MICROCAPS (Drummond) con un di&metro de 1 mm en un aparato
para estirar capilares (Industrial Science Associates, Inc.
Ridgewood N.Y.D>. Las puntas de las microagujas (fig. 4 mD,
fueron de aproximadamente 1 pum de didmetro; también se
hicieron dos tipos de micropipetas con puntas de S50 y 100 pm

de diamelro aproximadamenlie gque se utilizaron para aplicar




lisina. Cfig. 4 mp>.

5. - SUCCIONADOR DE OVOCITOS
Fue elaborado con una manguera de latex de 4mn de
didmetro y a uno de sus extremos se le unid un capilar de

cristal cuyo diéAmetro era de 1 mm.

6. - OBTENCION DE GAMETOS

A. wundosa y N. norrisi fueron previamente sexados
quebrando una pequefia parte de la concha con un desarmador Yy
un martillo. El color verde de la gdénada indica que es
hembra mientras que el color blanco lechoso indica que es
macho. Después fueron mantenidos en el acuario hasta su uso.
Para obtener los gametos se guebré la concha hasta dejar al
descubierto toda la gbnada y con un bisturi se hicieron
pequefios cortes para abrirla. Con ayuda de una pipeta
Pasteur se extrajeron los gametos (se cuidé de no tomar
parte del tracto digestived. Los oveocitos fueron lavados con
agua de mar fresca y filtrada de tres a cinco veces por
decantacidn para quitar basura y ovocitos destruidos. Los
espermatozoides fueron revisados al microscopio para
verificar su motilidad y que no hayan disparado su reaccidn
acrosomal. Solo se trabajé con las gédnadas que presentaron
espermatozoides con gran motilidad. Para quitar basura vy
Lrozos de gdnada, los espermatozoides fueron filtrados una

vez por una malla con luz de 120 uym y {tres veces por una
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malla de luz de BO pm. Después se lavaron los gametos vy
fueron incubados en vasos de precipilado de 250 ml con agua
de mar fresca y filtrada (Millipore 0.45 umd y mantenidos a
temperatura control ada, los ovoclitos a 17%¢ N4 los
espermatozoides a 4°¢c. (Stephano, 1891).

Los gametos de H. rufescens fueron obtenidos por desove
siguiendo el método de Morse et al., (1978) que consistid
en preparar cada cuba de plastico con 12 litros de agua de
mar: S0 ml de una solucién conteniendo 10 ml de HZO2 al .30%
CBaker estabilizadoed, mas 100 ml de tris Ctris
[hidroximetill-aminometano SIGMAY 2M y algunas gotas de NaOH

para ajustar el pH a 9.1. La temperatura del agua se

o
mantuveo entre 15 y 17°C con unas charolas con hielo; una vez

preparadas las cubas , se sexaron los organismos poniéndose
una hembra en una c¢cuba y un macho en otra, por
aproximadamente dos o tres horas. Posteriormente se

desaguaron las cubas con unas mangueras sin molestar a los
organismos y se lavd con agua de mar a 17°¢ €3 vecesd
después se dejaron a los organismos con agua de mar hasta
que desovaron. Los gametos fueron colectados con una pipeta
Pasteur y puestos en vasos de precipitado y mantenidos a la

o]

temperatura Sptima, los ovocitos a 17°C y los

espermatozoides a 4°¢c.

7.~ OBTENCICN DEL EXTRACTO CON LISINA

Una vez colectadeos y filtirados los espermatozeides, se
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tom® una muestra para verificar gue no hayan disparadeo su
reaccidén acrosomal, su motilidad y para hacer un conteo de
ellos. Después se procedid a lavar los espermatozoides
centrifugéndelos 5 minutos a 3,000 X g tirando el
sobrenadante que contenfia basura y espermatozoides muertos o
daffados. El paguete fué resuspendido nuevamente. Esta
operacidén se repitid tres veces. Al ser tirado por uGltima
vez el sobrenadante, al paquete se le agregaron 300 ul de
agua de mar fresca y filtrada. Posteriormente se congelaron
Y descongel aron tres veces. Después de la altima
descongel ada se procedid a centrifugar durante 40 minutos a

12,000 X g para asi obtener el extracto conteniendo 1la

lisina, al cual se le agregd un poco de rojo fenol para
indicar el pH y este se ajustd a 8 con 0.5M de NaOH. Fué
necesario ajustar el pH a 8 ya que los extractos eran muy

4dcidos y al hacer los ensayos no funciond.

8. - ELECTROFORESIS EN GELES DE POLI ACRILAMI DA
Se determind el peso molecular de protefinas por
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDs
Cdodecilsulfato de sodied, a 80 voltios de B a 8 horas.
CLaemmli, 1970>. Los marcadores para masa molecular gue se
usaron fueron lisozima (14,3000, fB3-lactoglobulina (18,4000,
albiumina de huevoe (45,000, albimina bovina (866,000 vy

Ltripsindgenc (24,000) daltones,
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9. - DETERMINACION DE PROTEINA.

Se determind la cantidad de proteina en los exiractos
obtenidos por el método de Lowry (19510,

Sclucidn A: 1 gr de NaQCCB y 0.2 gr de NaOH en 50 ml de

agua destilada.

Solucidn B: 1% de CUSO4.5H20 C1 gr en 100 mlD.

Solucidn C: 2% de tartrato de Na-K (2 gr en 100 mlD.

Reactivo de fenol: se diluye Folin-Ciocalteau 7 ml en

14 ml de agua destilada.

Se mezclaron 50 ml de la scolucién (A, 0.8 ml de
solucidn CCY y 0.5 ml de solucidédn (B) y se pusieron 2.75 ml
en cada tubo de ensaye mAs la proteina a analizar,
posteriormente se le agregaren 0.5 ml del reactivo de fenol
Y se agitaron en un vortex, y 30 minutos mis tarde se leyd
en un espectrofotémetro a 750 nm con cubeta de wvidrio.El

estandar fué albumina bovina.

10. - MICROINYECCION

Con la manguera de succidn se tLtomaron ovocitos y se
pusieron en el reservorio pequefio de la camara y el grande
fue llenado con agua de mar a 16°¢ (fig. 2 y 3 3. La cémara
fué montada en un microscopio American Optical que tiene una
placa hueca de aluminioc por donde circula agua fria que es
mandada de un enfriador por medio de unas mangueras, con
esto se siguid manteniendo la temperatura controlada de 16°¢

durante todo el experimento. Encima de la cémara se puso un
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n

cepilar lleno con sceite v olre de) exirzclo con lisins
(fig. 22. Se puso una micropipeta en el micromanipul ador y
ce introdujo en el capilar de aceite para calibrar 1la
micropipeta. Esto es, con ayuda de la reglilla micrométrica
se tomd una cantidad de aceite conocida y se expulsd al
reservorio pequefio y se midid el didmetro de la gota.
Aplicando la formula V = 4.3 Tl r? se conocié el volumen en
picelitros (pld que se tomdé. Ya calibrada la micropipeta se
introdujo en el capilar con el extracto y se llend hasta el
volumen gue conocemos Yy se expulsd al ovocito monitoreado
para tal efecto. Posteriormente se cambié la micropipeta por

una microaguja y se probd si seria posible microinyectar al

ovocito,

11. - ENSAYO DE EXTRACTO CON LISINA EN SUSPENSION

Se pusieron ovocitos en una caja de Petri con agua de
mar a 16°C, Y con una pipeta Pasteur se pusieron en una
serie de lubos de ensaye de 13 X 100 mm. Los tubos fueron
centrifugados suavemente para compactar los ovecitos. Estos
fueron mantenidos a 15-17°C. Posteriormente se tomaron los
20 ovocitos de cada tubo en cantidades de agua de mar de 10,
20, 40, B0, 80, 100 y 150 1l con una pipeta Eppendorf{ y se
pusieron en portaobjetos. Estos fueron montados en el
microscopio, Yy con una pipeta Eppendorf se le adiciond 5 pul
del extracto con lisina agitando ligeramente para esparcirlo
de mar. Se cbservd

uni formemente en tode =1 vl umen de z2ou

=

50




al microscopio el efecto que tenfa la lisina sobre las capas

vitelinas y se contabilizd el {tiempo.

12. - MICROSCOPIA ELECTRONICA,

Se utilizd el método de CGould-Somero y Holland (1975).
Las muestras fueron fijadas con glutaraldehido al 3%, 0.8 M
de NaCl vy KZCI_*ZO7 al 1% pH 7.4, y se posfijaron en OSO4 al
1%, 0.8 M NacCl, KZCPZO7 al 1% pH 7.4. Después de 1la
deshidratacidn fueron embebidos en resina Spurr. Los cortes
fueron tefidos con acetato de uranilo y citrato de plomo y
se exXaminaron en un microscoplo Phillips 300, en la

Universidad de California en San Diego.

13. - FOTOGRAFIA.

Se tomaron con una camara de 35 mm OLYMPUS OM-1 con
adaplador para el objetivo del microscopio American Optical.
La pelicula que se utilizdéd fué TEKPAN 100 C(b-nd & EKTACHROME
100 Ccolord. Se midieron los diadmetros de los ovocitos (sin
incluir las capas vitelinasd) con una reglilla ocular. Las
mediciones fueron: A. undosa, 180 pum; M. rufescens, 180 um;
y N. norrisi, 180 pm. Las impresiones en papel fueron en
diferentes aumentos para tener una mejor imagen de los

ovocitos.
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ELABORACION DEL RESERVORIO PARA
LA CAMARA DE MICROINYECCION

won{]l @ @ O @4

| T N
.

B
3

1) CUBREOBJETOS )
2) 3 TIRAS DE CINTA ADHESIVA

3) TROZO DE CUBREOBJETO
4) OVOCITOS DENTRO DEL RESERVORIO FIG. |

CAMARA COMPLETA PARA
MICROINYECCION

1) RESERVORIO PARA MICROINYECCION (FIG.1)
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FESULTADOS
1.- MICROINYECCION.
Al tratar de microinyectar cualguier ovocito de las

tres especies seleccionadas: M. rufescens, A. wundosa y N.

norrist se observd gque la capa vitelina presentd resistencia

Cfig B). Cuando se hizo suficiente presién para atravezar la
capa, la microaguja entré con demasiada fuerza, reventando
al ovocito. Por esta razén se decldid probar la aplicacidédn a
nivel local del extracto con lisina acrosomal de
espermatozoides, con el fin de hacer un orificio en la capa
vitelina a través del cual se podia intreoducir la aguja para
microinyectarlos. Fue preferible hacer un orificic en lugar
de disolver toda la capa, ya gque los ovocitos desnudos son
muy frigiles.

En H. rufescens y N. norrisi, la aplicacidn local de
sus respectivos extractos con lisinas hizo un orificio en
sus capas vitelinas ((fig. B). En A. wundosa la lisina
solamente hizo muy laxa la capa vitelina sin hacer un
orificio Cfig. 7). En las tres especies, la aplicacidédn local
del extracto con lisina facilitd la introduccidédn de 1la
micreaguja pudiendose inyectar al ovocito sin deformarlo o
dafharlo. (fig. 8 y 9).

La tabla 1 muestra las concentraciones y cantidades de
extractos c¢con 1lisina aplicadas localmente en las tres
especies. En A. undosa la cantidad minima de lisina

necesaria para facilitar la penetracién de la microaguja
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varid entre 442 C(prep. 2 ,tabla 1> y mis de 2,000 pg (prep.
4 y B, tabla 12. Esta wvariacidén se debid tal vez a una
diferencia entre lotes de ovocitos ys o quizids a diferencias
en la preparaciédn de los extractos con lisina. Esto se puede
reafirmar al comparar los ensayos realizados con la prep.
(4> gque tenfia 23.6 pg-spl de proteina donde se probd un lote
de ovocitos y 802 pg fué suficiente para reblandecer la capa
vitelina ¥y en otro lote de ovocitos diferente pero con el
mismo extracto de lisina fué necesario aplicar 2,667 pg,
tres veces mas. En cuanto a 1la cantidad ~“maxima~ se
microinyectaron hasta 3,757 pg y la capa vitelina no se
disclvid, solo se reblandecid lo cual significa que para
esta especie no importa la cantidad del extracto con lisina
gue se aplique, los ovocitos no guedarian desnudos y no habra
problema con su manipuleo. No se investigd sistematicamente
que tanto de esta variacidn podria ser atribuida a
diferencias en lotes de ovocitos y gque tanto a diferencias
en preparaciones de lisina aplicada, pero siempre fué
posible reblandecer la capa vitelina suficientemente para la
penetracidn de la microaguja.

En los ensayos de N. norrisi se observd que la lisina
era muy potenite, por la rapidez (segundos) con que se hacia
un orificio en las capa vitelinas, y por las bajas
cantidades de protefina microinyectadas suficientes para
hacer un orificio:104 a 345 pg aproximadamente. Con esto se

facilitaba tanto la microinyeccidn como el manipuleo; a
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mayores cantidades los ovocitos qgquedaban desnudos en pocos
segundos. No fué necesario repetir estos ensayos por mas
ocasiones debido a la rapidez con la que esta lisina trabaja
ya gque estos resultados estan respaldados con los ensayos en
suspensidén Cver grafica 1D.

Con M. rufescens habia mas variacién entre diferentes
preparaciones de extractos cen lisina. La prep. (6> fué muy
potente he hizo un orificio con solamente 49 pg, mientras
gque con la preparacién (8), 813 pg fue la cantidad minima
necesaria C(tabla 12. En una tercera preparacién (72 aun
1,107 pg no siempre hizo un orificio (tabla 1), Sin embargo
fue posible hacer un orificio en la capa vitelina de H.
rufescens cuando se selecciond un lote bueno de lisina y se
aplicé la cantidad necesaria. En ensayos anteriores de
exlractos con lisina donde no se conocid la cantidad de
proteina ni secontabilizé la cantidad microinyectada del
extracto fué posible hacer un orificiec en las capas
vitelinas en un 100% de 138 ovocitos probados. De la prep.
(B> se obtuvo lisina de muy buena calidad, ya que pequefias
cantidades lograron hacer un orificie, cuande se obtiene
esto, es muy importante cuidar las cantidades
microinyectadas ya que a grandes volumenes (1,311 pg) se
disuelven completamente las capas vitelinas dejando a los
ovocitos desnudos y con ello se dificulta su manipuleo. Es
importante conocer el rangoe donde la lisina trabaja de

manera favorable y esto va a depender de la calidad de cada
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lote del extracto con lisina.

2.~ MICROINYECCION CRUZADA.

Se investigd la especificidad de los extractos con

lisinas de las tres especies antes citadas por aplicacion'

local. Los datos se encuentran en las tablas 2, 3 y 4. Se ve
que en ningdin caso habfa un efecto de la lisina de una
especie sobre la capa vitelina de otra especie, aunque los
extractos con lisina que se usaron para dicha cruza fueron
las que mas altas concentraciones de protefina tenfan, y que
trabajaron muy bién sobre las capas vitelinas de sus

ovocitos homédlogos Cver tabla 1).

3.~ SUSPENSION.

También se probd el efecto de los extractos con lisina
‘en  suspensidén sobre la capa vitelina entera en 1las
diferentes especies. Las muestras contenfan desde 10 hasta
150 ul de agua de mar con B ul del extracto con lisina y 20
ovoci tos.

Para cuantificar el efecto de la lisina sobre las capas
vitelinas, se adoptd el siguiente sistema de calificaciones.
Cuando la capa quedd intacta (fig. 100 se asignd un valor de
cero. Cuando empezd a deshacerse gquedando corrugada (fig.
11>, se asigndé un valor de 1. Un wvalor de 2 fue asignade a
una capa laxa e hinchada (fig. 12), ¥y un valor de 3 a una

capa casi disuelta, guedando sclamente vestigios (fig. 13D,
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Ovocitos completamente desnudes (fig. 142 recibieron una
calificacidn de 4. Para cada prueba, la calificacidn final
era la suma de las calificacicones de cada ovocito entre el

numnero de ovocitos.

La grafica 1 muestra los resultades en N. norrisi. En

dos experimentos con concentraciones finales de proteina de
14.3 y 24.7 mgsml el 100% de las capas vitelinas fueron
completamente disueltas (calificacidén 4). La eficiencia con
la que trabaja esta lisina es sorprendente, ya que el efecto
de esla sobre las capas vitelinas era inmediate empezando a
hacerlas laxas y en un promedio de 5 minutos todos los
ovocltos quedaban desnudos.

En cambio, la 1lisina de A. undeosa no  disolvid
completamente las capas vitelinas, confirmande el resultado
obtenide por aplicacidén local. Los resultados de seis
experimentos son presentados en la grafica 2. El grado de
disolucidén de las capas fue mAs o menos constante con todas
las concentraciones de lisina probadas con la excepciédn de
un solo experimento en que habla menos lisis con mas
extracto. La razén se desconoce; gui zas habia un
contaminante en esta preparacidén que a mas  altas
concentraciones interfiridé con la accidn de las lisinas. La
incubacidén de los ovocitos con estos extractos fué de 10
minutos con las prep. (1-4) donde la gran mayoria de los
ovocileos solo presentaron capas vitelinas laxas. Se amplid

el margen de incubacién para ver si era necesario que con
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mas tiempo la lisina trabajaba mejor v se incubzron ovocitios
por una hora con las preparaciones 4 y 5 (+,0) pero los
resultados fueron similares, los ovocitos quedaron con sus
capas vitelinas laxas. Cabe sefalar que aunque no se
disolvieron completamente las capas vitelinas con la lisina
quedaron tan delgadas y laxas que fué posible removerlas con
agitacidn y lavado.

Los resulitados de H. rufescens se muestran en la
grafica 3. La lisina trabajé muy bién y con mucha rapidez
Ya que en un promedio de tres minutos los ovocitos quedaban
desnudos, pero entre mis diluida se encontraba mas retardado
era el efecto Chasta 7 min. D>. En la prep. 6 no se obtuveo la
calificacidn de 4, ya dque algunos de los ovocitos
presentaban vestigios de sus capas vitelinas aungque con un
poco mas de tiempo de incubacién se hubiesen tenido todos
los ovocitos desnudos. En general, en casi teodos los
ovocitos de los tres experimentos las capas vitelinas se

disoclvieron.

4, - SUSPENSION CRUZADA,

Los ovocitos se mantuvieron incubados en los extractos
con lisina por un periodo de una hora. Los extractes de A.
undosa y M. rufescens fueron los de maAs alta concentracién
Cprep. B y 8, Tabla 1), mientras que el extracto de N.
norrisi estaba tres veces mas concentrado que la

anteriormente utilizada., Pasado ese tiempo no se observé
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efecto a2lguno sobre las capas vitelinas permanecliendo estas

intactas déandosele una calificacidn de cero,.

5. - GELES.

Los extractos caracterizados en geles de poliacrilamida
con SDS mostraron que en el corrimiento para 4. wundosa
presenta dos bandas principales de aproximadamente 16,800 y
40,700 d cada una, mientras que N. norrisit presenta tres
bandas principales de aproximadamente 15,100, 17,200 vy
18,800 d cada una. No se sabe cuales de estas bandas
contienen la lisina a diferencia de HN. rufescens cuya banda
es de 14.800 d y que ya fué identificada como la lisina

Clewis et al,1982; 13,000 d en =su estudiced, C(fig. 15D).

B. - MICROSCOPIA ELECTRONICA Y DE CONTRASTE DE FASES.

Se determind la ultraestructura de los espermatozoides
de A, wundosa y N. norrist observiéndose en cada uno de ellos
estructuras similares a las que fueron reportadas en
espermatozoides de M. rujescens (Figs. 16-18). Por medio de
folografias de espermatozoides intactos wvisualizados por
microscopia de contraste de fases se establecieron las
siguientes mediclones. En A. undosa el nudcleo mide 4.0 yum de
longitud por 1.3 pum de ancho, y 2.4 x 1.1 pm su acrosoma,
mientras que en N. norrisit el ntcleo mide 2.9 x 1.3 pun y 4.4
X 1.1 pm su acrosoma. En M. rufescens el acrosoma mide 2.5 x

1.1 pm ¥y el nlcleo, 4.2 x 1.0 pm CLewis et ol. . 189r0D>. El
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acrosoma de N norrisi sobresale por su gran tamafio. Ademas
en un corle aparecieron en el gréanulo acroseomal dos regiones
de diferentles densidades sugiriendo la posibilidad de una
regionalizacién de su contenido. Seria necesario examinar

mads cortes para confirmar esta observacién.
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Figura 5.

Ovocito de Haliotis rufescens con capa
vitelina (cv) intacta: la microaguja(m) no
penetra.

Orificio en la capa vitelina de un ovocito
de Haliotis rufescens hecho con una mijcro-

pipeta (mp) cargada de extracto con lisina.




Figura 7.

Area de capa vitelina laxa de Astraea undosa
hecho con una micropipeta (mp) cargada de
extracto con Iisina.'

Figura 8.

Penetracion de una microaguja (m) através
del orificio hecho con lisina en la capa vijtelina
de un ovocjto de Haljotis rufescens.

25
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Penetracion de una microaguja (m) por el
area laxa hecho con lisina en la capa vitelina
de .un ovocito de Astraea undosa.

Figura 9.
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Extracto con lisina de Astraca undosa Extracto con lisina de Haliotis rufescens
33.3 mg/ml de proteina. 12.5 mg/ml de proteina
Picolitos  OVOCITOS Picolitos OVOCITOS

4.2 No No 4.2 No No
14 No No 14 No No
34 No No 34 No No
65 No No 65 No No
113 No No 113 No No
N.norrisi H. rufescens A. undosa  N.norrisi
Tabla.2. Tabla.3.

Extracto con lisina de Norrisia norrisi
61.5 mg/ml de proteina

Picolitros OVOCITOS

4.2 No No
14 No No
34 No No
65 No No

113 No No

A.undosa H. rufescens
Tabla.4.

Resultados de la aplicacién local de lisina cruzada a las capas vitelinas de las tres especies de
moluscos, las cantidades aplicadas son las de mds alta concentracion y que trabajaron muy bién con sus
ovocitos homdlogos (se utilizé un ovocilo para cada prucba).




Capa vitelina corrugada (Astraea undosa).

Fig. 11
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Capa vitelina casi disuelta (N. norrisi).
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0.

. hOrrisi

Ovocito desnudo (N




32

ISIJIOU "N ®p Duls|T D] @p ©0}93}3

0Ol "daid x 6 ‘daid e

T
T

‘| DOI}PIY

[3]1110U DISIIION 8P SO0}I00AQ

o
HIDD

13

0
TELEY

/

ek X - .v_




33

DSOpUN 'y @p DUulsl] D] ep 0}998}3 "2 DJ1Jpiy
G ‘desd e v ‘deidv 2 ‘deid =

[w/Bw ¥ "dead ¢ °deid x | ‘deid *

8l L 9l Sl ¥ € 2 1 o 6 8 L 9 S v € 2 |

5 I 2. n 2 2. i a e
| 4 L] v L] L L L v L] L] L Ly Ll L L3

UpIoDbOIIILD

DSOpPUN DODJI}SY ©p SO0}I20A0

uoisuadsng us oAesugy



34

SUS9s9in "H 9P DUISIT D] 8P 0499)3 'S DDA
" g ‘deid v 2 "daig 9 ‘doid ®
w /Bw
| 8 2 o g v s 2 !
- 1 o
=
—
=
+2 a
e
o.
=3
T
lg

SU®0s3ini SI101DH 9P $01120AQ



Fig. 15

Proteinas presentes en los extractos con lisina visualizados por
electroforesis en geles de poliacrilamida con SpS (dodecilsulfato
de sodio). Los estandaras Y sus masas moleculares son: () Liso-
zima 14,300d, (2) B-Lactoglobulina 18,4004, (3) Albdmina _
bovina 66,000d, (4) Tripsindgeno 24,000 d, (5)Albimina de
huevo 45,000d, (7-8) Stenoplax conspicua, (9) N. norrisi,
(10,12-13) A.undosa, (I1) H.rufescens.
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Fig. 18. - Ultraestructura del ezpermatozol de de
Haltotis rufescens (Lewis et al., 19800, Vesicula acroscmal
CVAD, 2.8 x 1.1 um; niclen (N> 4.2 x 1.0 um. Dos substancias
diferentes componenen el granulo acreosomal (13 de forma
eslénica y de material mis electrodenso en la parte anterior
del gréanulo y (2> de material homogensce menos denso en la
parte posterior del gréanuloe. Mitocondrias (M2, flagelo (FD,
Tfosa acrosomal (AFD, fosa nuclear (NFD, lagunas (LD,

soportes CAD, ¥y vesiculas (V).

Fig. 17.- Corte longitudinal de un espermatcozoide de
Astraea wundosa Regiones marcadas como en la figura 16.

Aumento 23, 000 X.

Fig. 18, - Corte longitudinal de un espermatozoide de
Nerrisia norrisi. Regiones marcadas como en la figura 16,

Aumento 16,400 X.
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DI SCUST ON

En las tres especies probadas fué posible oblener un
extracto de los acrosomas de los espermatozoides capaz de
solubilizar la capa vitelina del ovocito. En el caso de H.
rufescens y N. norritst, las capas vitelinas se disoclvieron
completamente cuande los ovocitos fueron incubados en
suspensidn con el extracto de lisina de su propia especie,
mientras que en A. undesa la capa vitelina se reblandecid
pero nunca disclvidé completamente, aun con concentraciones
muy altas del extracto. Lo mismo ocurrié cuando las lisinas
fueron aplicadas localmente: en H. rufescens y N. norrisi se
hizo un orificio en la capa vitelina, mientras que en A4.
undosa se hizo un reblandecimiento local sin orificio, pero
en los tres casos se facllitd la microinyeccidn sin reventar
los ovocitos. Con estos datos se agrega a la lista de
moluscos con lisinas acrosomales (ver antecedentes) dos
especies mas, A. undosa y N. norrist.

En el presente estudio, siempre fue posible encontrar
una concentracidn del extracto para facilitar la
microinyeccidn © remover completamente la capa vitelina como
en M. rufescens y N. norrist en ovocitos en suspensidén o
reblandecerla como en el caso de A. undosa (aungue una vez
que las capas vitelinas estuvieran laxas, con agitacidn y
lavado estis se desprendian dejando desnudos los ovocitos).

Hubo variacidén en la calidad de los extractos usados,

38
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Las posibles causas de esta variacién tal vez se deben
el grado de pureza de la lisina, la desnalurzlizacidn, ¥y las

variaciones en lotes de ovocitos, entre otros. Con respecto
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a la pureza, cabe sefialar que se trabajé con extractes

impuros en que la proporcidn entre lisina y contaminantes -

podifia haber wvariado de preparacidn en preparacidén. De hecho
se ve claramente en las preparaciones corridas en geles de
poliacrilamida (fig. 185) que hubo miltiples bandas en los
extractos de 4. wundosa y N. norrist; todavia no se sabe
cuales de estas tienen la actividad litica. Otro factor que
podia contribuir a la wvariacidédn en fuerza litica de los
extractos es la desnaturalizacién, por ejempleo hubo
variacidén en el nUmero de veces gque las muestras fueron
congel adas v descongel adas. También es posible que
diferentes lotes de ovocitos variaran en la suceplibilidad
de sus capas vitelinas a la lisis. Para controlar mejor la
variabilidad es recomendable la purificacidn de las lisinas
Y desarrollar un procedimiento para minimizar su
desnaturalizacidn. Sin embargo, es importante hacer notar
que la variabilidad en potencia de los extractos no fué un
obsticulo; era facil encontrar la concentracién necesaria
para disolver (o reblandecer en el caso de 4. undosad las
capas vitelinas.

Aun tomando en cuenta que los extractos no fueron puros
y variazban en su potencia, habia diferencias concistentes

entre las tres especies. Las lisinas de H. rufescens  y N
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norrisi disolvieron completamente las capas vitelinas,
mientras que en A, wundosa solo se reblandeciercon las capas
vitelinas sin diselverlas. Se ha reportado la disolucidn
completa de capas vitelinas con lisinas acrosomales en HY
rufescens (Lewis et al., 1882), Mytilus edulis (Berg, 1950),
Megathura crenulata (Tyler, 1933D, Yy Tegula pfeilffert
CHaino-Fikushima, 18974), pero los datoes con N. norrisi son
nuevos. Mientras que en los resultados de A, undosa esta se
parece a Turbo cornutus (Ogawa y Haino, 19884) donde la
lisina reblandece las capas vitelinas sin llegar a
disel verlas.

Olra diferencia que se notd fué gque el extracto de N.
noerrisi era muy potente en comparacidén con los extractos de
las otras dos especies y mostrd menos variabilidad. Con
solamente 100-350 pg C(aproximadamente) de proteina se
hicieron orificios réapidamente; a mayores cantidades los
ovocitos quedaban desnudos en pocos segundos. En suspensién,
el efecto era inmediato empezando a hacer las capas laxas, y
disolviendolas completamente en 5-10 minutos.

Cuando se probdé extractos de lisina de una especie con
ovocitos de las otras especies no hube ningun efecto aun a
concentraciones mas altas que las necesarias para diselver o
rebl andecer las capas de su especie homéloga, Esto nos dice
que las lisinas son diferentes tipos de moléculas en las
tres especies. Los resuliados de electroforesis en geles de

poliacrilamida apoyan esta conclusidén porque el patrén de




bandas fué distinte en las preparacienes de las tres
especles (fig. 15D.

Seria interesante purificar y determinar la estructura
de las lisinas de N. norrist y 4. undoso. En el caso de N.
norrtst, las bandas mais fuertes son de 15,100, 17,200 yA
18,800 d; seria necesario purificar cada proteina vy
determinar cuales son necesarias para la actividad litica.
En A. wundosa, las bandas principales serian las proteinas de
16,800 y 40,700 d. En M. discus hay dos componentes
acrosomales (de 185,000 y 20,000 d); el de 15,000 fué&
localizado en la regién posterior de la vesicula acrosomal
C(Haino-Fukushima y Usui, 198%), ademis se encontrd que
ninguno de los dos trabaja de manera aislada, sino de forma
combinada CUsui y Haino-Fukushima, 1991)>. En este trabajo
habia una sola proteina de 14,800 d en el exlracto de M.
rufescens y fué capaz de disolver capas vitelinas en
ovocitos intactos. En el estudio de Lewis et al., (1982) al
inducir la reaccidn acrosomal por un método diferente 0. 3M
CaClz) encontraron dos componentes de 15,000 y 13,000 d. El
componente de 13,000 d disolvid capas vitelinas aisladas,
pero no probaron con ovocitos intactos ni con el compuesto
de 15,000 d. Para resolver estas discrepancias entre los dos
estudios seria interesante utilizar 1los dos métodos de
induccidn a la reaccién acrosomal Calto calcio Y
congelamientol, y comparar las preparaciones en geles de

poliacrilamida y con ovocitos intactos.
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La disponibilidad de un mé&todo sencillo para disol ver
local o completamente las capas vitelinas en abuldn y otras
especies abre muchas posiblilidades para investigaciones
basicas y aplicadas. Con microinyeccidén se pueden introducir
genes, anticuerpos, agentes que modifican las
concentraciones intracelul ares de ca’’ & H.
Alternativamente se puede tratar de introducir tales
sustancias por medio de liposomas (ejem. Felgner y Ringold,
19880 con ovocitos desnudos. En abuldén la lisina fué
utilizada para remover las capas vitelinas con
espermatozoides supernumerarios pegados, facilitando un
estudio de pelispermia (Stephano, 1991). También se ha
observado que los ovocitos desnudos facilmente pueden
fusionarse formando embriones gigantes, ofreciendo otro
método para manipular los componentes intracelulares. El uso
de las lisinas también facilita la formacidn de hibridos
entre especies, permitiende el acceso a la membraba
plasmatica de espermatozoides heterdlogos cuyas lisinas no
pueden disolver las capas.

En suma, las lisinas representan una herramienta
poderosa para tratar de mejorar las caracteristicas de
especies de importancia econdmica EN donde se facilitara su
cultiveo, asi como su estudio sobre fecundacidn y desarrollo

donde surgirfian nuevas ideas para sus aplicaciones.




CONCLUSIONES
1.- Al aplicar los extractos con lisina sefacilitd la
micreoeinyeccidn en los ovocitos sin reventarlos en H.
rufescens, N. norrist y A. wundosa, haciendo un orificio en
la capa vitelina de los dos primeros y solo reblandeciendola

en A. undosa.

2.— Al apliecar los extractos con 1lisina se obtuvieron
ovocitos desnudos de N. norrisi y H. refescens y el
reblandecimiendo de la capa vitelina gque con agitacidn y

lavado se desprendfan dejéndolos desnudos en A. undosa.

3.~ Al aplicar los extractos con lisina se comprobd que hay
una fuerte especificidad en estas especies al realizar las

pruebas cruzadas de microinyeccidn y suspensioén.

4. - Al corrgr el gel de poliacrilamida con EDS se obtuvieron
2 bandas de 16,800 y 40,700 d en A. wundosa y tres en N.
norrisit de 15,100, 17,200 y 18,800 d, pero no se sabe cual
de estos contienen la lisina. En H. rufescens habia una sola

banda de 14,500 d.

5.- Los espermatozoides de N. norrisi el nUucleo miden
aproximadamente 2.9 x 1.3 um y su acrosoma 4.4 x 1.1 pum y
este representa el 62% de la longitud total de la cabeza,

mientras que el nlcleo de los espermatozoides de A. undosa
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mide 4.0 % 1.3 pm v =u acrosomz 2.4 » 1 1

38% de su longitud total de la cabeza.




EBI BLIOGRAFI A
Austin C. ER. (1868D. .Ultrastructure of Fertilizatioh‘.Holt,

New York.

Berg W. E. (1950). Lytiec Effects of Sperm Extracts on the
Eggs of Mytilus edul ts, Biological Bulletin

o8: 128-138.

Dan J. <., C1967>, Acrosome Reaction and Lysins.
Fertilization C.B. Metz and A. Monroy, Ceds. D

Academic Press, N.Y. Vol.1:237-293,

Felgner J. L. Y Ringold G. M. ci1989). Cationie

liposome-mediated transfection. Nature 337: 387-38B,

Gould-Somero M. y Helland L. (1875, Oocyte Differentiation
in Urechis caupo C(Echiurad: A Fine Structural

Study. J. Morph. 147:475-505,

Haino K (1871)> Studies on the Egg-Membrane Lysin of Tegula
pfetfferi: Purification and Properties of the
Egg—-Membrane Lysin, Biochim. Bi ophys. Acta

=Zc8: 458-470.

45




46

Haino-Fukushima K. (1974). Studies on the Egg-Membrane Lysin
of Tegula pfelffert : The Reaction Mechanism of the
Egg—-Membrane Lysin. Biochim. Biophys. Acta

352:179-191 .

Haino-Fukushima K. y Usui N. (1885, Purification and
Immunocytochemical Localization of the Vitelline
Coat Lysin of Abalone Spermatozoa. Dev.

Biol.115:27-34.

Hoshi M. C1983). Lysins. Blol. of Fertilization. C.Metz y A.

Monreoy (eds.> Academic Press, N.Y. 2:431-462.

Kiehart D.P. 41882, Microinjection of Echinoderm Eggs:
Apparatus and Preocedures. Methods in Cell Bieology

25; 13-31,

Laemmli U. K. C1870>. Cleavage of structural proteins during
the assembly of tLhe head of bacteriophage T4.
Nature 227: BB0O-685.

Lewis C. A., Leighton D, L. y Vacguier V. D, C18980D
Morphology of Abalone Spermatozoa Before and After

the Acrosome Reaction. J. Ultrastruc. Res. 72: 380-36.




47

lLewvie C. A, Talbol G F. v Vacouler V. D C1932). A Protein
from Abalone Sperm Dissolves the Egg Vitelline

Layer by a Nonenzymatic Mechanisnm. Dev. Biol.

8z: 227238,

Lowry ©O. H., Rosebrough N. J., Farr A. L. y Eandall E. J.
C18512. Protein Measurement with the Folin phenol

Reagent. J. Biol. Chem. 183:2B85-275.

Morse D. E., Hooker N. y Morse A. (1978). World Mariculture

Soc. Proc., 8:543-547.

Ogawa  A. ¥y Haino-Fukushima K. 19845, Isclation and
Purification of Vitelline-Coat Lysin from Testis of
Turbe cornutus (Mollusca). Devel op. Growth and

Differ. 26 (4): 345-360.

Stephano J. L. (1981)>. A Study of Polyspermy in Abalone. In:
‘‘Proceedings of the 1st International Symposium on
Abalone Fisheries, Biology, and Culture, La Paz,
B.C.E., MEXICO'' (S.A. Shepherd, M.J. Tegner, and S.
Guzman-del Proo, eds.), Blackwell Scientific, en

prensa.




Tyler A,

Usui N.

48

18393, Extraction of an Egg Membrane-Lysis from
Sperm of the Giant Keyhole Limpet (Megathura

crenulata  J Exptl. Zoology 25:317-323,

Y Haino-Fukushima K. (1891). Twe mayor Acrosomal Act

on Different Parts of the Oocite Vitelline Coat in
the Abalone, Haliotis discus. Molec. Rep. Dev. 28:

188-198,

Vacquier V., Carner K. y Stout D. (1990). Species-Specific

Sequences of Abalone Lysin, the Sperm Protein that
Creates a Hole in the Egg Envelope. Bicochemistry

B7: 5792-5796.




