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ia serotonina (5-HT), parece tener una funcidn importan
te en la reproduccidén de la almeja Pismo.

El presente trabajo trata acerca de los sigulentes pro-
cescs en los que parece estar involucrada esta substancia,
encontr.ndo lo siguiente:

Uno de ellos nos revela gue la dosis de 5-HT para indu-
cir al desove a la almeja Pismo bajo condiciones de labora
torio fue de 0.4 ml de una solucibn 2x10_5M., aplicada in-
tragonadalmente, Las almejas respondieron a dicha dosis --
con movimientos del pie y de las valvas, expulsidén brusca

de agua por 21 sifén exhalante, y desovando en un tienpo -

.
o

entre 1% v 99 minutos.

Por otro lado, fue posible inducir a la maduracién in -
vitro de ovocitos inmaduros sacadog de la zdnaia, al ser -
tdos en una solucidén de 5-HT a conceniraciones entre

x10 ', ¥ SXQO_G

Ii., tardando znire 20 y 30 minutos para -
consunarse el proéeso. '

Por Gltimo, relacionado con la maduracidén de estos ovo-
citos con 5-HT, ocurrid un incremsnto en la resistencia de
entrala de la membrana, y una leve despolarizacidbn tn su -
potencial de re¢poso.

adicional a esto, algunos ovocitos maduros respondieron

electricamente con potenciales d:z accibn, y en ocasiones -

presentaron potenciales de accidn espontineos.
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ABSTRACT

Serotonin (5-HT), seems to have an important function in
the reproduction of the Pismo clam.

Spawning in the Pismo clam was induced under laboratory
conditions by injecting 0.4 ml of 2x1077M serotonin into -
the gonad.

Clams that responded to these doses, showed contractions
in the foot, valvar movements, expelled water from their si
Vphons, and spawned between 19-99 minutes.

The highest percentage of maturation was obtained with -

.‘21{10"6

M 5-HT. Germinal vesicle breakdown ocurred in most --
eggs within 20-30 minutes.

Electrophysiological measurements showed that oocyte ma-
turation was accompanied by an increase in input resistance
and a small positive shift in resting potential.

Another characteristic of mature oocytes, was the capaci

ty to respond to stimuli with action potentials; occasiona

11y spontaneous action potentials occurred.
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INTRODUCCION

En el proceso de liberacion de gametos en muchas especies
de moluscos, se ha sugerido la participacion del sistema ner
vioso y endocrino, gue tienen la capacidad de regularlo de--
pendiendo de las condiciones ambientales (Smith, 1987).

En la mayoria de las especies de bivalvos estudiadas, se
ha centrado mas la atencion en los factores externos que fa-
vorecen a la liberacion de gametos y ruptura de la vesicula
germinal, a lo que en ocasiones tambien se le llama madura--
cién (Smith, 1987). En torno a esto, se han encontrado agen-
tes capaces de inducir al desove bajo condiciones de labora-
torio; por ejemplo, la elevacion de temperatura, el amonio ,
la suspension de espermatozoides macerados, el peroxido de -
hidrogeno, el agua de mar irradiada con U.V., la suspensi&n
de macerados gonadales y de ganglios nerviosos, asi como el
uso de serotonina, entre otros (Matsutani y Nomura, 1982).

‘El1 mecanismo que se lleva a cabo en la gonada para la 1li-
beracion de gametos y maduracion de ovocitos, es aun motivo
de investigacion.

Un aspecto relativo a la maduracion de los ovocitos, radi
ca en las diferencias en resistencia electrica de membrana -
entre ovocitos inmaduros y ovocitos maduros. Esta resisten--
cia varia en funcicn del mimero de canales disponibles en la
membrana para el paso de iones a través de ellos (Hagiwara y

Jaffe, 1979).



En el presente trabajo se utilizo la almeja Pismo Tivela -
stultorum como preparacion debido a que se encontraba en su -
periodo reproductivo, y el objetivo general consistio en obte
ner informacidn basica al inducir la liberacion de gametos ba
jo condiciones de laboratorio, asi como la induccicn in vitro
al rompimiento de la vesicula germinal del ovocito y los cam-
bios de resistencia electrica de la membrana, tanto en ovoci-

tos inmaduros como en ovocitos maduros.



ANTECEDENTES

En la zona de la Jolla, California (Estados Unidos), la -

almeja Pismo Tivela stultorum llega a ser sexualmente madura

al cumplir su primer ano de vida en invierno. Durante los me
ses de junio y julio, su gonada se incrementa en tamaho,y su
primer periodo de liberacion de gametos empieza a fines de -
julio, o a principios de agosto, terminando normalmente a fi
nes de noviembre (Coe, 1947; Fitch, 1950). Fitch (1950), re-
porta que generalmente el macho libera sus gametos antes que
la hembra, y comenta que de esta manera, la especie asegura
un alto porcentaje de fecundacion de sus dvulos. Sin embargo,
esto ultimo que se ha observado también en otras especies,ca
rece de fundamentos consistentes, por lo que no deberia con-
siderarse concluyente.

Un aspecto notable resulta en que bajo condiciones de la-
boratorio, se han logrado fecundar ovocitos de la alme ja Pis
mo desovados espontaneamente, y su desarrollo se ha obtenido
con cierto exito, mas no de ovocitos que son sacados de la -
gonada para después fecundarse (Coe, 1947).

Estudios sobre endocfinologia reproduétiva en gaster&ﬁo--
dos, sugieren que la ovoposicidén se encuentra regulada por -
el sistema neuroenddcrino. Utilizando tecnicas de fluorescen
cia histoquimica, ha sido posible encontrar dopamina (DA), y
serotonina (5-HT) en ganglios cerebral, visceral y pedal de

varios moluscos (Dahl, et. al., 1966). En el pecten Patino--



-pecten yessoensis, fue realizado este estudio, encontrando

5-HT en el ganglio cerebral, DA en el ganglio pedal y visce
ral, y ambos neurotransmisores en el drea gonadal, corres--
pondiente al gonoducto y en algunos musculos que rodean a -
la gbénada (Matsutani y Nomura, 1984).

En el mejillon Mytilus californianus, se midid la canti-

dad de DA y 5-HT en ganglios pedal, visceral y cerebral, an
tes y despues de un desove inducido por microalgas, encon--
trando que después del desove, aumentaba la concentracion -
de DA en el ganglio visceral, mientras que disminuia la con
centracidn de 5-HT en el ganglio pedal, indicando que estos
ganglios y estos neurotransmisores pueden estar participan-
do en el mecanismo de liberacidn de gametos de esta especie

(Smith, 1987).

DESOVE

La aplicacidn de 5-HT ha proporcionado resultados positi
vos para la liberacidn de gametos al aplicarse las siguien-
tes dosis en varias especies, como los son: En el bivalvo -

sexualmente maduro Patinopecten yessoensis, y con longitud

de concha propedio de 11.9 cm, se indujo la liberacion de -
gametos en ambos sexos al aplicarse 0.4 ml de 5-HT 10"35 -
intragonadalmente, respondiendo aproximadamente en 28 minu-
tos (Matsutani y Nomura, 1982).

En la almeja Tridacna gigas, usando ejemplares sexualmen

te maduros, con longitud de concha entre 60 y 100 cm, se --



indujo a 1la liberacion de gametos con 1-2 ml de 5-HT 10'3 M
aplicado intragonadalmente (Crawford, et. al., 1986).
Gibbons y Castagna (1984), trabajaron con el pecten ---

L] . ° ” - I3
Argopecten irradians, el ostion americano Crassostrea vir--

ginica, la almeja Spisula solidissima, en Artica islandica,

el mejillon Geukensia demisa y la almeja Mercenaria merce--

naria. En este trabajo, se indujo a la liberacion de game--
tos cuando se les aplicaba una dosis de 0.4 ml de 5-HT 10-3
molar.

Otras substancias como la dopamina, epinefrina, norepi--
nefrina, acetilcolina y el GABA, no mostraban efecto para -

el desove de bivalvos marinos (Matsutani y Nomura, 1982; --

Hirai, et. al., 1984).

MADURACION DEL OVOCITO

En lo concerniente a la maduracion de ovocitos, se han -
realizado trabajos en varias especies utilizando substan---
cias que favorecen dicho proceso. Por ejemplo, en ovocitos

de la estrella de mar Asterina pectinifera, se indujo al --

6

rompimiento de la vesicula germinal con 1-Metiladenina 10~
molar. En estos ovocitos, el proceso de ruptura tardaba en-
tre 40-60 minutos, despues de aplicada dicha substancia --
(Miyazaki e Hirai, 1979).

En ovocitos de la almeja Spisula solidissima, se encon--

L - > .
tro que substancias como el amonio o la procaina, inducen -

. . 4 .
al rompimiento de la vesicula germinal cuando la concentra-



cion de las soluciones es de aproximadamente 10 mM (Finkel
Yy 'WOlf, 1980)0

g . 2 o . 4
Tambien en ovocitos de S. solidissima, se encontro que -

cuando se trataban con 5-HT 10-100 micromolar, en agua de -
' I'd ’ .

mar, rompian su vesicula germinal y formaban cuerpos pola--

res. Otras substancias como la dopamina, epinefrina, norepi

nefrina, acetilcolina y el GABA, no mostraban efecto sobre

la maduracion de ovocitos de bivalvos marinos (Hirai, et. -

_al,, 1984).

PARAMETROS ELECTROFISIOIOGICOS

Después de establecida la técnica de registro intracelu-
lar por Ling y Gerard en 1949, Tyler y cols. en 1956, la u-
‘'saron para mostrar la negatividad del PR (potencial de repo

so) en ovocitos de la estrella de mar Leptastenas hexactis

(Hagiwa{a, 1983).

Los siguientes ejemplos proporcionan una idea acerca del
FR normal, presente en la mayor{a de los ovocitos ya estu--
diados.

En el gusano nemertino Cerebratulus lacteus, el FR repor

tado para el ovocito maduro esta en el rango de -6?i12 mnV -
(Jaffe, et.al., 1986), comparable con el valor reportado pa

ra ovocitos del erizo Lytechinus variegatus, cuyo FR oscila

entre -60 y -80 mV (Chambers y de Armendi, 1979).
Finkel y Wolf (1980), reportaron los valpres normales —-

del PR en ovocitos de la almeja Spisula solidissima, encon-




trando un PR en el rango de -18%7mv. En este trabajo el PR
pudo deberse a un daho ocasionédd en la membrana de dichos
ovocitos por causa del microelectrodo.

Comparando los potenciales de membrana entre ovocitos -
inmaduros y maduros, ‘podemos citar Jos siguientes ejemplos:
Schlichter y Elinsen (1981), trabajando con ovocitos de 1la

raha Rana pipiens, encontraron que sus ovocitos inmaduros -

presentaban un PR normal de -25%1 mV, mientras que sus ovo--
citos maduros pueden alcanzar valores hasta de -29.811,4mV°

En el gusano marino Urechis caupo, el PR de ovocitos in-

maduros fue de -65t14mV (Holland y Gould,1981), mientras en

los ovocitos maduros el PR fue de _33t6mv (Jaffe et al.,.--
1979).

Para los ovocitos de la estrella de mar Asterina pecti--

nifera, se reporta un FR de -73ih mV, para los ovocitos in-
maduros, mientras que sus ovocitos maduros lo pueden presen
tar de -31.1i20.1 mV. En esta especie, el cambio en el PR -
estd justificado por una disminucidn en la permeabilidad de
la membrana a los iones de potasio, ya que se observaron --
cambios en la conductancia a este ion durante la maduracicn
cuando se induce por la hormona i—Metiladénina (Miyazaki, -

g_,t'i_l"' 19?5; Citado en Mlyazaki, 19?9)0

RESISTENCIA DE MEMBRANA (Rm)
En cuanto a este parametro, podemos citar el caso del e-

rizo de mar Lytechinus variegatus, en donde se encontraron




valores de Rm en al rango de 57 a 146 KO) cmz, para ovoci-
tos inmaduros, mientras que sus ovocitos maduros llegaban a

alcanzar valores entre 47 a 228 KQu cm2 observando una --

»
tendencia a incrementarse la Rm despu€s de la maduracidn --
(Chambers y de Armendi, 1979).

Holland y Gould (1981), reportaron para ovocitos inmadu-

ros del gusano marino Urechis caupo, una resistencia de en-

trada en el rango de 99%62 M .n , valor que se incrementd al
madurar los ovocitos hasta valores en el rango de 416%134 -
M.LL de resistencia de entrada.

Un ejemplo mids, lo tenemos en la estrella de mar Asteri-

na pectinifera, en la cual sus ovocitos inmaduros presenta-

ban una membrana con resistencia de entrada del orden de --
21.9 ML) , mientras que en los ovocitos maduros, este valor
se incrementaba hastﬁﬂaproiimadamente 109.9 M) . Este fené
meno, al igual que el cambio en PR en esta especie al suce-
der la maduraci&n, se justifico por la posible caida en la

conductancia al potasio (Gy), al ser inducida la maduracidn
con la hormona 1-Metiladenina (Miyazaki, et.al.,1975; cita-
do en Miyazaki, 1979).

En ovocitos de la estrella de mar Leptastenas hexactis,-

se encontro que después de la maduracidn inducida por la --
hormona monometiladenina 4x10"5M, ocurrian cambios en un --
lapso de 75 a 90 minutos de ser aplicada, en la conductan--
cia de la membrana (Gm), la cual provocaba un incremento en

. . . '
la corriente entrante de calcio, mientras que decreclia la -



corriente de potasio (Moody y Lansman, 1983; citado en Hagi
wara, 1983).

En un trabajo preliminar, Kusano (1978), report6 la posi
ble existencia de receptores asociados a los canales idni--

cos en ovocitos de la galleta de mar Echinarachius parma, -

el calamar Loligo pealii, la estrella de mar Ophioderma bre-

vispina, y el pez Fundulus heteroclitus. Esto se dedujo des-

pues de monitorear los cambios eléctricos de la membrana (PR:
Gm, y flujo de corriente),al aplicar 1-2 ml de acetilcolina,
dopamina, L-epinefrina y serotonina, a concentraciones de -
5x10'5M° La unica substancia que respondid en todas las es-
pecies probadas, fue la 5-HT, manifestdndose con una leve -
despolarizacién°

Por otro lado, en neuronas de la vaca de mar Aplysia ---

californica, se encontro un canal de potasio sensible a 1la

5-HT, activo a nivel de PR, en el cual, esta substancia oca
siona el cierre completo y prolongado'de dicho canal, y co-
mo resultado, la 5-HT parece reducir el numero efectivo de
canales activos en la membrana durante el PR (Siegelbaum, -
et.al., 1982).

En otros estudios hechos con neuronas de la vaca de mar

Aplysia californica, y el caracol Helix pomata, se encontra

ron seis tipos diferentes de respuestas a la aplicacidn ion
toforetica de 5-HT (tres excitatorias, y tres inhibitorias).
Cuatro de ellas provocaban un incremento en Gm (dos corrien

tes de sodio, una de potasio y una de cloruro), mientras --



que las otras dos causaban un decremento en Gm (una corrien
te de potasio y otra de sodio y potasio),(Gershenfeld y Pau
pardin-Tritsh, 1974).

fEn si, estos son algunos de los antecedentes que sugie--
ren que la 5-HT, participa de alguna manera en el desove de
bivalvos marinos, ademas que favorece al rompimiento de la
vesicula germinal del ovocito, y puede provocar cambios en
la resistencia eléctrica de la membrana. Por lo cual, en es

te trabajo, se conjuntaron los tres procesos (desove, ruptu

ra de vesicula germinal, y cambios en Rm) 2l ser utilizada -

la 5-HT para inducirlos en una especie de bivalvo de la re-

4
gion.

s
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OBJETIVOS

a) Probar si la serotonina induce a la liberacidon de game--

tos en la almeja Pismo bajo condiciones de laboratorio.

b) Determinar si la serotonina participa en la ruptura de -

la vesicula germinal del ovocito de la almeja Pismo.

c) Determinar si la serotonina provoca cambios en la resis-

tencia eléctrica de la membrana de dichos ovocitos.
J
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MATERTIALES Y METODOS

La parte experimental del presente trabajo fue realizada
entre los meses de agosto y noviembre de 1987, ya que duran
te estos meses se reporta la temporada reproductiva para la
almeja Pismo (Coe, 1947; Fitch, 1950).

Las almejas utilizadas provinieron de la zona cercana a
San Quintin, B.C., de donde fueron transportadas al labora--
torio de reproduccidn de la Escuela Superior de Ciencias --
(U.A.B.C.), ¥ fueron mantenidas en acuarios con agua de mar

aireada y con filtro bioldgico.

FRUEBAS PARA LIBERACION DE GAMETOS

Se utilizaron un total de 58 almejas sexualmente maduras
las cuales fueron puestas individualmente en recipientes de
pldstico, conteniendo 1.5 1t de agua de mar filtrada a tem-
peratura entre 16 y 18°¢. Despues de esperar como minimo -
una hora para eliminar la posibilidad de algin desove espon
_tdneo durante los experimentos, se inyectaron intragonadal-
mente (ver figura 1 para ubicacich de la gdnada) 33 almejas
con 0.4 ml (en base a los antecedentes) de una solucion de
5_HT 10”2M en agua de mar amortiguada a pH 8 con solucion -
Tris de HC1 1M (5 mierolitros por cada ml de 5-HT 10"2M), =
Como controles, fueron utilizadas 25 almejas, a las cuales
se les inyecto agua de mar de la misma manera que las dosis

con 5-HT,

12
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Figura 1

@oca}izaci&h de 13 gdhada en la almeja. Vista lateral
lzquierda de la estructura interna, con la valva y --
el manto izquierdo removidos (Hoar, 1978).

PRUEBAS PARA RUPTURA DE LA VESICULA GERMINAL

La obtencidn de gametos se hizo directamente de 1a gbnada (ver -
figura l)para ubicacidn de lz gdnada). Para esta obtencidn, se a---
brigd ligeramente la almeja, y se cortaron los msculos aductores an
terior y posterior de una de las valvas. Con ayuda de un bisturl, -
se insiciond-1la gdnada Yy se obtuvieron fragmentos de ella, los cua-

les se analizaron para determinar el sexo (esto se hizo rapidamente

para evitar la exposicidén prolongada de los gametos con el 1ligquido

y material gonadal ).



En el caso de ser hembra, los ovoclitos fueron lavados 'y
puestos en tubos de ensayo con agua de mar (150Q?ovositos/
ml de azua de mar). Para determinaz la concentrapfidn bpti-
ma de serotonina para obtener el mayor porcentajé de ruptu
ra de vesicula germinal, fue sometido cada lote de ovoci--
tos en diferente concentracién de serotonina (control, 2x
1071, 2x107"H, 2x1077K, . ..2x10" 1), Ia temperatura de es-
tos experimentos fue de 16°C. La mayoria de los ovocitos -
presentaban didmetro de aproximadamente 70/1m, losicuales
fueron utilizados en el conteo. Sin embargo, se llegaron a
encontrar ovocitos con un diédmetro cercano a 40/Tm, los —--
cuales fueron descartados por considerarse diferentes del
resto,

Para apreciar cambios en el .porcentaje de ruptura de ve
sicula germinal durante los experimentos fueron tomadas —-
muestras de » 100 ovocitos de cada lote a un tiempo arbi--
trerio de 0, 20 y 60 minutos.

Como complemento a estos experimentos,se problé la ine--

fluencia de la capa vitelina para la macuracidén de los ovo

citos, debido a que en las pruebas electrofisioldgicas fue

ron utilizados ovocitos sin capa; para lo cual se abrid 1i
geramente la almeja, y se cortaron los misculos aductores

anterior y posterior de una de las valvas. Con ayuda de un
bisturi, se insiciond la gbnada y se obtuvieron fragmzntos
de ella, los cuales fueron analizados para determinar el -

sexo.(esto =e hizo rapidamente para evitar la exposicidn -~

*
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prolongada de loc gametos con el material gonadal). In cz
so de ser Lembra, los ovocitos se lavaron y se pusieron -
en tubos de ensayo con agua de mar (1500 ovocitos/ml de a
gua de mar). Posteriormente fue removida la capa al pasar
los vigorosamente a través de un filtro de nylon de 120 &
He de poro utilizando una pipeta Pasteur, repitiendo unas
cinco veces y lavando con agua de mar entre cada filtrado.

Las muestras tomadas fueron fijadas en solucidn de foé )

mol al 15% en agua de mar, para su posterior observacidn.

PRUEBAS PARA MEDIR CAMBIOS EN RESISTENCIA DE ENTRADA Y EN
POT=NCIAL Dz REPOSO FOR ACCION DE SEROTONINA

Para estas pruebas, primeramente se obtuvieron los ovo
citos de la misma manera gue para las pruebas de madura--
cién in vitro, solamente que una vez ya lavados, fue nece
sario remover la capa vitelina, ya.éue esta dificultaba «
la renetracién del ovocito por el microelectrodo, por 1lo
que se hicieron pasar vigorosamente los ovocitos a través
de un filtro de nylon de 120/7m de poro utilizando una pi
peta Pasteur, repitiendo cinco veces Yy lavando por centri
fugacidén entre cada filtrado. Posteriormente se guardaron
los ovocitos en un recipiente con agua de mar a 16°cC.

Para 1las mediciones electrofisiolégicas, fueron coloca
dos los ovocitos en una caja de Petri de %2 cm de di&metro

Y 1 cm de altura, a la que se le hicieron rayaduras en --



forma de "X" en el fondo para inmovilizar a los ovocltos -
que fueron penetrados por el microzlectrodo. En dicha caja
se agregaron 3 ml de agua de mar filtrada con aproximada--
mente 4000 ovocitos. Su observacibén fue realizada a 100 au
mentos por m=dio de un estereoscopio WILD. La tempecratura
se mantuvo constante mediante un enfriasdor de agua con re-
il 5 B s )

El bafio con los ovocitos fue conectado a tierra utilizan
do un puente de agar, a su vez conectado a un bafio aterri-
zado mediante un alambre de plata clorurada (figura 2). Es
to fue con el fin de evitar un posible contacto de iones -

de plata con los ovocitos, pues ha sido reportado por Jaffe

et. al.,(1979) que este ion puede activar a ovocivos.

|ESTIMULADOR |

AMPO0SCILOSCOPIO{GRAFICADOR |

Figura 2. lModelo del sistema de registro.

Los registros intracelulares se hicieron utilizando mi-
croelectrodos de vidrio llenos con KCl 3M con resistencia
de punta entre 30 y 60 M), los cuales fueron dirigidos me
diante un micromanipulador marca NARISHIGE.

La penetracidn del microelectrodo pera medir el poten-—-

cial de membrana se hizo colocando la punta del electrodo

16



‘de menera gue ocasilonara una leve depresidén en la superfi
cie del ovocito, y entonces fue penetrado oscilando la --
punta del microelectrodo aplicando capacitancia negativa
proveniénte del amplificador. Una vez finalizado el sells
do eléctrico fue medido el potencial de reposo normal(PR).
Para inyectar corriente entrante y saliente, y registrar
voltaje por el mismo electrodo se utilizé un amplificador
de alta impedancia de entrada BIO-DYWE, modelo AM-1., Fue
necesario balancear el puente del amplificador antes de -’
mandar los pulsos de corriente. Para la estimulacidn fue
utilizado un estimulador GRASS SD9. Un osciloscopio TEK--
TRONIX fue utilizado como sistema @e registro; conectado
a un graficador de papel marca GOULD BRUSH Recorder 220.

Para determinar la influencia de la 5-HT sobre el PR -
Y la resistencia de entrada de la membrana después de la
maduracién del ovocito, primero se midié el PR y resisten
cia de entrada del ovocito inmaduroj; posteriormente se so
metié al ovocito a una solucibén de 5-HT a la misma concen
tracidén que la obtenida con el mayor porcentaje en las --
pruebas de maduracién ( 30 M1l de 5-HET a les 3 ml de agua
de mar contenidos en el bafio para umna concentracidn final
de BXﬂO_GM), Yy se midié el cambio ocurrido en la resisten
cia de entrada y en el PR, recabando los datos en tablas
Y srafices I-V,

Como control se utilizbd agua de mar.

17



RESULTADOS

De las 3% allmejas tratadas con 5-HT, 13 respondieron -
con liberadidn de gametos en un tieﬁpo entre 19 y 99 minu
tos (X=36), mientras que de los 25 controles uno desovd, -
tardando aproximadamente 100 minutos,

Respecto al comportamiento de las almejas durante las
pruebas, se observd que respondieron sin distincién del
sexo aproximadamente 15 minutos después de aplicada la do
sis de 5-HT, con movimientos ientos haciaqfuera y hacia -
dentro de su concha, asi como con expulsidn brusca Yy espo
réddica de chorros de agua a través del sifén exhalante, -
lo cual se observd acompafiadp por apertura y cierre de sus
valvas. Posteriormente a esto sobrevino la liberacibén de -
gametos.

Sin embargo, hubieron almejas qué no respondieron a la
5-HT; estas no mostraron el comporfamiento antes menciona
do. Tampoco lo mostraron las almejas que fueron tratadas
con agua de mar a excepcidn de la que desovbd.

Al salir los gametos, estos iban depositéndose en el -
fondo de la charola. En el caso de los espermatozoides, -
estos adquirieron movilidad a los pocos segundos de ser -
expulsados; en el casc de hembras, se observaron ovocitos
bajo el microscopio, encontrando que un alto porcentaje -
ya habia madurado, mientras que unos cuantos estaban en -

proceso de maduracibn.

18
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En cuanto al nimsro de ovocitos liberados, se sabe que
una almeja hembra durante su etapa reproductiva, puede ex
pulser hasta 15 millones de ovocitos en cada desove que -
realice (Fitch, 1950). En el caso de las pruebas de deso-
ve realizadas, se asumidé gue cada hembra desovd un nimero
similar de ovocitos al reportado anteriormente.

Después del desove, se realizd una diseccidn de la gb-
nada, encontrando alzgunos ovocitos residuales inmaduros.

A continuacién, los datos del nlmero de almejas tratas

2

as en cada caso y su respuesta son vaciadas en la tabla

H

TABLA T

TABLA DE COMPARAGION:EHTRE PRATAMIENTO CON 5-ET Y EL CON-
TROL EN LA INDUCCION AL DESOVE

DeSOVE NO DESOVE TOTAL*

5-HT 1% 20 39
CONTROL 1 24 25
MOTALES* n o 58

* Los totales indican el nimero de almejas que respondie-
ron con desove o no desove en cada caso (explicacidén en -
el texto).



PRUEBAS PARA MADURACION

Se realizaron un total de 16 experimentos para encontrar
la concentracion optima de 5—HT)a la cual se obtiene el ma-
yor porcentaje de ruptufa de la vesicula germinal bajo con=
diciones de laboratorio.

Se asume que los ovocitos inmaduros utilizados, se encon
traban en profase I de meiosis, los cuales presentaban un -
didmetro aproximado de 704 m, valor similar al reportado --
por Fitch (1950).

Al momento de ser extraidos de la gdnada, presentaban u-
na cldsica forma de pera, y una evidente ves{cula germinal
(nﬁcleo), la cual es una de las caracteristicas del estado
de inmadurez en los ovocitos de esta especie.

Cerca del 6% (n=16) de los ovocitos sacados de la gonada
se encontraron sin vesicula germinal al momento de iniciar
las pruebas dé maduracidn (ver control en gréfica 1). A es-
te tiempo inicial se T reaccidn rdpida de algunos
ovocitos, principalmente a una concentracioh de 2x10“6M, -
donde aproximadamente el 23 % (n=16) del total, rompieron -

4 s
su vesilcula germinal.
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Grafica 1.- Porciento de ruptura de vesicula germinal contra
concentracidn molar de 5 HT, para uh tiempo - tedrico de O min.
(n—16), y su compara01on con el control.

En 1la gréfica 2 (t=20 min), se empieza a notar la tenden

. . - ¥
cia al mayor porcentaje de ruptura cuando la concentracion

de 5-HT era de 2x10'6M,donde se alcanzd un maximo de ruptu-

ra de vesicula germinal de 47% (n=18). En esta grafica se -
decidié omitir los resultados obtenidos a 2x10"4M, y 2){10—5

M, debido a que solo se colectaron los datos de dos experi-
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mentos.
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Grifica 2.- Porcentaje de ruptura de vesicula germinal con-
tra concentracidn molar de 5-HT, para un tiempo de 20 minu-
tos de -exposicidén (n=16), y su control con agua de mar.

Despu€s de un lapso de aproximadamente 60 minutos de ex-

- 3 s
posicidn a la 5-HT, se encontro un marcado aumento en el -

. 4 o
porcentaje de ruptura de vesicula, donde a concentraciones

de 2x10'5M se encontrd 87%; a 2x10'6M. era de 88%; ya ---

2x10—?M era del 90%. Por otro lado, a concentraciones extre
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25
mas el porcentaje de ruptura fue substancialmente bajo,pues
a 2x10”2M era de 25%, a 2x10‘4M de 26% y a 2x10"9M el por--

centaje de ruptura de vesicula era del 10%4. El1 control se -

mantuvo aproximadamente en 17% (grafica 3).
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Grafica 3.- Porcentaje de ruptura de vesicula germinal con-
tra concentracidn molar de 5-HT, para un tiempo de 60 minu-
tos de exposicidn (n=16), y su control con agua de mar.

4 =
La ruptura de la vesicula germinal se observd como un pro

ceso paulatino. Primero sucedid una lenta disgregacidn de -



la membrana nuclear después de aproximadamente 10 minutos -
de iniciado el experimento; posteriormente el material nu---
clear iba homogenizéndose en el citoplasma, adquiriendo el o
vocito un color café obscuro levemente granuloso.

Se obtuvieron resultados similares de las pruebas realiza

das con capa y sin capa vitelina (Tabla II ).

CONTROL 5-HT CONTROL 5-HT
(%) (%) (%) (%)
+CV 4 75 +CV 13 84
-CV 10 70 -CcvV 11 85
a b
CONTROL  5-HT CONTROL  5-HT
(%) (%) (%) (%)
+CV 6 96 +CV 3 75
=0V 32 95 <CV 8 100
c l d

TABILA II . Porcentaje de ruptura de vesicula germinal en o--
vocitos de la almeja Pismo tomados a 2 horas (a), 24 horas -
(b), 20 minutos (cg, ¥ 20 minutos (d), despues de la aptica--
cion de 5-HT (2 x 10-OM

)« #CV = con capa vitelina; -CV = sin
capa vitelina.

E1l tismpo aproximado gque requirieron los ovocitos para -
llevar a cabo la ruptura de-su vesicula zerminal fue entre

20 y 30 minutos,
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FOTENCIAL DE MEMBRANA Y RELACION CORRIENTE-VOLTAJE EN OVOCI-
TOS INMADUROS Y MADUROS.

Después de la penetraci&n del microelectrodo dentro del -
ovocito inmaduro, se registro un PR generalmente menor que -
el normal. Esto fue debido a la lesion en la membrana provo-
cada por el microelectrodo. Dicho potencial se recuperc al -
transcurrir aproximadamente 20 minutos despuéé de la penetra

cion (figura3).
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Eigura 3. Potencial de membrana normal registrado en un ovoci
to inmaduro. La flecha a, indica el momento de la ap110301on

ae corriente oscilante para la penetracidn del microelectrodo.
La flecha b, indica el balance en el puente del amplificador.
El poten01al de membrana registrado en este ovocito fue cerca
no a -68 mv (sen51b111dad de 5 mV/DIV. Velocidad del papel —
imm/min).

e T e e T e e e e T S S S ——

Los ovocitos que mantuvieron un PR entre -10 y -40 mV a--
proximadamente, fueron descartados, ya que se consideraron -
en mal estado, ya sea por su propio desarrollo, o por estar
danados de alguna manera.

Estos ovocitos inmaduros respondieron a la corriente sa~-

A\



-liente y entrante unicamente con potenciales pasivos (figu
ra 4), presentando una resistencia de entrada desde aproxi-
madamente 1.4 M, hasta cerca de 24 Ma(tabla IV ). De momen
to no se tienen suficientes evidencias para justificar este

amplio rango en la resistencia de entrada de la membrana.

Figura 4. Registro intracelular de un ovocito inmaduro para
mostrar la respuesta a pulsos de corriente entrante y sa---
liente, antes y después de la apllcac1on de agua de mar u--
tilizada. como control (flecha). Notese el cambio en la velo
cidzd del papel de 1 mm/mln a1l mm/seg .

-6

Al ser sometidos en una solucion de 5-HT 2x10 "M, se en-
contrd que, acompanando al proceso de ruptura de la vesicu-
la germinal, despues de aproximadamente 20 a 30 minutos, ge
neralmente se presentaba una despolarizacion de unos 10 a -
15 mV3yagp@émspuéé de madurar un ovocito que presentaba PR

de -80 mv, podia alcanzar valores de =70 mV, y un ovocito -

inmaduro de -55 nV de PR, alcanzaba hasta -40 mV una vez ma

durado (figura 5; tablaIIl). Tambien hubieron gvocitos (4/9)

que no presentaron este cambio en/FR (tabla III). En con-
traste con unicamente 1 de los 7 ovocitos tratados con agua

de mar donde se observg despolarizacidn; en la mayoria el
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Figura 5. Registro intracelular de un ovocito despues de la
ap110a01on de 5-HT 2 micrololar (flecha), para mostrar la -
despolarizacidn provocada por la 5-HT, y la respuesta a los
pulsos de corriente. En este registro se pueden observar --
dos potenciales de accion estimulados. Nétese la escala en
la velocidad del papel al inicio del barrido, y durante los
pulsos de corrlente. La flecha a la derecha indica el momen
to en que se aplico la dosis de 5-HT.

PR fue adn mas negativo ﬁé5pues'del tratamiento con agua -
de mar (tabla III).

Por otra parte, al aplicar pulsos de corriente saliente,
se encontro que los @vocitos maduros en ocasiones respon---
dian con potenciales de accién estimulados (figura 5).

la resistencia de 'entrada también se mostrd modificada -
por la 5-HT, variando ampliamente dependiendo del PR. Por -

ejemplo, en ovocitos inmaduros que presentaban PR de -84 mV

su resistencia de entrada podia valer unos 6.6 MU, y después

de aplicarse la 5-HT, el PR disminuia hasta unos -70 mV, ¥y

su resistencia de entrada =alcanzaba valores cercanos a -

15.6 MOgrafica 4).

27



mvr 36
L 32
- 28 b !
Rm=13.% no. %
F 24 -
el
L 20 ~ 0
-
L 16 //’
e !
o] e
- 12 s
Pl 1
- 8 - a
Rm= 6.6 ML

.~ nA
L B | T A ] T L] L] T T T | | o
1.81.6-1.471.271.0 %8 "6 kg = .2 b L6 .?3 1'.01.2 1.4 1,6 1.8 ’
-l ,
&
e . -8
o
- - -12
P
-
7 R L _16
s
o] Ve - -20

| -2h

Grafica 4. a.- Medida de la resistencia de entrada de un ovo

cito inmaduro(puntos obscuros), y b, una vez madurado despu€s
de la aplicacidn de 5-HT (puntos claros). Notese el incremen-
to en ta resistencia de entrada, en este caso cerca del 100%.

Al utilizar agua de mar como control, se encontro que en
general se tendf{a a disminuir 1a resistencia de entrada, lo
cual descarta la posibilidad de que el efecto mecanico du-
rante la aplicacién de 5-HT influya de .alguna manera en el
incremento de la resistencia de entrada de estos ovocitos -

(grafica 5).
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Grafica 5. Medida de la resistencia de entrada de un ovocito
3 - . .
inmaduro. La linea punteada a es el valor t€orico en condi--

ciongs normales y sus valores experimentales (puntos negros)
La linea continua b es el valor téorico del efecto que produ

ce el agua de mar utilizada como control, y sus valores expe
rimentales (puntos claros).

s

A continuacidn, se presentan los datos del PR en ovocitos

inmaduros, maduros despu€s de la aplicacidén de 5-HT,.y su --

comparacicn utilizando agua de mar como control (tabla III).

Se incluyen tambien los datos obtenidos en la resistencia de



‘entrada antes y despu€s de la maduracién inducida por 5-HT,
y su comparacidn utilizando agua de mar como control (tabla

),

TABLA III
FOTENCIALES DE MEMBRANA EN OVOCITOS INMADUROS, MADURADOS
POR 5-HT, Y EL CONTROL CON AGUA DE MAR.

INMADURO MADURO POR 5-HT ~ CONTROL CON AGUA DE MAB

(mV) (mV) (mV)
-65 - T =67
-67 I . =60
-75 —— -75
-66 _—— -68
-63 e s =76
-L5 S =45
-65 e ~70
-60 -60 Y
-80 =70 —
~-83 -70 ! -
-62 -75 v
-60 -60 _—
-80 -65 e
-55 ~40
-65 -65 A
-69 - -65 R
=77 - i
-62 N =
-80 — "
-83 P s
—28 S p—
X=-68,17 = =63.33 x= -65.86



TABLA IV

ACOMPARACION DE LA RESISTENCIA DE ENTRADA EN OVOCITOS INMADU-
ROS Y MADUROS POR LA 5-HT, Y SU COMPARACION CON AGUA DE MAR
UTILIZADA COMO CONTROL.

CONTROL (M) 5_HT (ML) AGUA DE MAR (ML)
15, Bl.1 @0 e
14, 21,2 = e
rg, 1&.2 _____
. 1 O e —m———
. ol . " e

e

8.5
———- 7.5
30
2.4

O F O Fove 0D Fn

oo FonFO

=N

——— —— i ——



Como ya se menciond anteriormente, una caracteristica en-
contrada en algunos ovocitos madurados con 5-HT en este traba
jo, fue la presencia de potenciales de accién estimulados. Es
tos se muestran en la figura 5. En la figura 6, se observa un
potencial de accién a barrido rapido (25 mm/seg), donde se --
pueden observar someramente sus componentes morfoldgicos (um-
brél, sobre tiro, y fase de repolarizacion con su meseta, fun

damentalmente).
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Figura 6. Potencial de accion estimulado de un ovocito madu-
ro de la almeja Pismo tomado a 25 mm/seg. Ndtese la escala =
del trazo de corriente y la de voltaje.

Ademds de estos potenciales de accidén estimulados, fue --
posible registrar 52 potenciales de accidn espontZneos en un
experimento, los cuales fueron registrados durante casi 10 -

minutos, y son mostrados en las figuras 7 y 8.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en las pruebas de liberacion de -
gametos, nos revelan que la dosis para inducir al desove en -
la almeja Pismo ( 0.4 ml de 5-HT 2x10"3M). y ademas el compor
tamiento de las almejas previo al desove, y el tiempo que tar
daba para iniciarse este proceso ( desde 19 hasta 99 minutos)
concuerdan con los resultados reportados para el bivalvo Pa--

tinopecten yessoensis por Matsutani y Nomura (1982), y por Gi

bbons y Casfagna (1984) para otras seis especies de bivalvos.,

E1l hecho de qde 15 de las 28 almejas tratadas con 5-HT no
hayan respondido con desove, puede sugerir que tal vez ya lo
hubieran hecho antes de ser llevadas al laboratorio, esto es,
en su medio o durante su traslado, pues estuvieron expuestas
al aire durante varias horas, y esto puede actuar como estimu
lo para el desove,

En cuanto a los cohtroles. solo uno de los 23 sometidos -
a la inyeccién con agua de mar desovd, lo cual es significati
vamente diferente respecto a las pruebas con 5-HT.

E1l haber encontrado ovécitos inmaduros en la génada des---
pues del desove, sugiere que el proceso de maduracicon puede -
estarse llevando a cabo enel oviducto durante el trayecto de
los ovocitos hacia el medio externo, despu€s de haber sido—ac
tivado inicialmente en la gonada.

Sin embargo, las pruebas son contundentes y podemos asegu-

rar que con la aplicacidn intragonadal de 0.4 ml de 5-HT ---
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10'3M.. s{ es.posible inducir a la liberacion de gametos en
la almeja Pismo utilizando la técnica mencionada en la meto .
dologia.

Los datos reportados por Coe (1947), y por Fitch (1950),
respecto a la temporada reproductiva de esta almeja para la
costa sureste de los Estados Unidos parece ser también vali
da para la zona costera de San Quintin, B3.C., pues fue posi
ble coincidir la etapa experimental de este trabajo con 1la
temporada reproductiva reportada para la almeja Pismo por -
estos autores que la fijan desde principios de agosto, has-
ta fines de noviembre.

£n el mismo trabajo, Coe (1947), comentd que no habia si
do posible fecundar ovocitos de la almeja Pismo sacados de

la gonada; en el presents trabajo se encontrd el mismo ra—-

w

sultado encontrando que em este caso fue debido a que los o
vocitos se encontraban inmaduros al momento de ser sacados

de la gbnada y que, gz diferencia.del control con agua de -
mar, el contacto d& los ovocitos con la 5-HT activa su pro-

ceso de maduracidn.

Respecto a las pruebas de maduracidn, el tiempo estimado
para realizarse este proceso, parece estar en el rango de -
20 a 30 minutos, cuando la concentracion de 5-HT en 3 ml de

uM. y 2x10_2M, y se so

agua de mar estd en el rango de 2x10°
meten alrededor de 500 a 600 ovocitos en este volimen. Los

resultados obtenidos también concuerdan con lo reportado --
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por Hirai, et. al. (1984), con ovocitos de la almeja Spisu- .

la solidissima.

En la grafica 1, correspondiente a las pruebas de madu--

racién para un tiempo de cero minutos, se observé una res-
puesta temprana de algunos ovocitos a la 5-HT, lo cual su-
giere que no se requiere demasiado tiempo de exposicion a
la 5-HT para ocurrir la maduracidn, y tal vez con la expo-
sicion de unos cuantos segundos y después lavandolos, el -
proceso de maduracién pudiera llevarse a cabo de manera si
milar a la obtenida mediante estas pruebas, sin embargo, -
para afirmar esto, tienen que realizarse los experimentos.

En cuanto a las pruebas de maduracion con capa y sin -
capa vitelina, estas apoyan los resultados de Rm y PR, --
pues estos experimentos fueron realizados sin capa viteli
na y era necesario probar si su remocién‘afectaba en el -
rompimiento de la vesfcula germinal,

En general, estos resultados refuerzan la hipotesis --

planteada, -donde se propone que la 5-HT, ademis de inducir
al desove, tambien participa en el proceso de ruptura de -
la vesicula germinal.

Otras pruebas que complementar{an este trabajo, consis-
ten en localizar esta =pubstancia en el sistema nervioso y
reproductor de la almeja, utilizando técnicas histoqu{h{—-
cas, tal como lo reportan Dahl, et. al. (1966), y por Mat-

sutani y Nomura (1984). Posteriormente a esto, se pueden -

36



medir los niveles de 5-HT antes y despu€s de inducido el -
desove para observar si hay alguna variacidn en la concen-
tracidn de esta substancia y asi proponer las estructuras
u drganos que pueden estar participando en este mecanismo.

Por otro lado, resulta interesante probar si otras subs
tancias también favorecen al rompimiento de la vesicula --
germinal en esta especie, como 1la procaina, el amonio, la
1-Metiladenina, etc., ya que esto plantearia alternativas
sobre el mecanismo que puede estar operando en el proceso
de maduracicn, como por ejemplo, que no dependa de la sero
tonina como se sugiere en este trabajo, sino que esta subs
tancia pueda estar actuando como un intermediario dentro -
de una serie de reacciones necesarias para llevarse a cabo
la maduracidn.

En lo que respecta a las pruebas para determinar el PR
Y la resistencia de entrada de los ovocitos inmaduros y --
las modificaciones que provoca la aplicacién externa de --
5-HT, es recomendable asegurarse principalmente de dos co-
sas. Por un lado, que el puente del amplificador este bien
balanceado, y por otro lado, que el mizroelectrodo esté --
bien empalado, y no esté tapado.

Es importante también que el portamicro esté lleno de -
KC1 (en este caso) y sin burbujas, ya que esto impide el-e
fectivo registro de la corriente y el voltaje.

En cuanto a las pruebas electrofisioldgicas, estas nos
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revelan resultados interesantes. Primeramente, el valor -
del FR en ovocitos inmaduros, que en promedio fue de ---
-68.17£9.77 mV, coincide con el valor reportado para ovo-

citos maduros del erizo de mar Lytechinus variegatus, -

cuyo PR oscila entre -60 y -80 mV (Chambers y de Armendi,
1979). También coincide con el valor reportado para ovoci

tos maduros del gusano nemertino Cerebratulus lacteus,

Y
que era de —6?i12 mV (Jaffe, et. al. ,1985).
.Sin embargo difiere de lo reportado por Finkel y Wolf
(1980), para ovocitos inmaduros de la almeja Spisula --

solidissima, los cuales presentaben PR de -18% 7 mv; al

igual que con los ovocitos inmaduros de la rana Rana ---
pipiens, los cuales presentaban PR de -25%1 mV (Schlich-
ter y Elinson, 1981). Una posibilidad para justificar e

bajo potencial de reposo reportado para S. solidissima

puede ser que durante las mediciones, el microelectrodo

estaba mal empalado.

o =y

En’cuanto a la despalarizacién presentada en los ovoe )

citos de la almeja Tivela stultorum con 5-HT, coincide -
con resultados reportados para la estrella de mar Asterina

- - - - - L4 -
pectinifera, donde se indujo a la maduracion del ovocito con

1-Metiladenina, y se encontrd que se produce una despolariza
cidn entre 10 a 50 mV. Es posible gue el aumento en la resis
tencia de entrada de estos ovocitos durante la maduracidn -

presente el mismo mecanismo que en el caso de los ovocitos -



de la estrella de mar A. pectinifera, en los cuales tambien -

ocurre un incremento en la resistencia de entrada, y esta -
justificado por la caida en la conductancia al potasio (Mi-
yazaki, et.al. 1975; citado en Miyazaki, 1979),

Por otro lado, seria util conocer que iones participan -
de manera importante para el FR, tanto en ovocitos inmadu--
ros, como en ovocitos maduros, lo cual puede hacerse, por -
ejemplo utilizando la técnica de substitucion de iones,

Otro aspecto consistiria en probar si la 5-HT modifica -
la corriente de potasio en la membrana de estos ovocitos -
(si es que la hay), como lo sugiere Kusano (1978), o si ocu
rre el mismo mecanismo que en las neuronas de la vaca de —-

mar Aplysia californica, segun lo reportan Siegelbaum, et.-

al. (1982); o por Gershenfeld y Paupardin-Tritsh (1974), pa

ra neuronas de A. californica, y para neuronas del caracol

; v il -
Helix pomata. En estos casos se recurriria a tecnicas mas -

. . . * « 7
sofisticadas como lo son la microinyeccion, y el patch clamp.
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CONCLUSIONES

En la almeja Pismo Tivela stultorum, la inyeccidn intra-

gonadal de 0.4 ml de S-HT 2x10 7M., induce a la liberacién
de smametos en ambos sexos, tardando entre 19 y 99 minutos -
para resllizarse el proceso, durante su temporada reproducti
va y bajo condiciones de laboratorio.

En ovecitos inmedurcs tomados de la zbnada, se obliiene -
un alto porcentaje de ruptura de la vesicula germinal cuan-
do se someten en una solucidén de 5-HT a concentraciones en-

tre 2x10~F =

y¥y 2210 "M., bajo condiciones de laboratorio, tar
dando entre 20 y 30 minutos para consumarse el Proceso.

Una manifestacion electrofisioldgica del proceso de rup-
tura de la vesicula germinal mediante la aplicacidn externa
de 5-HT, radica en un aumento en la resistencia de entrada
de la membrana, ademis de una despolarizacién en sl poten--

~

cial de membrana de 5 a 10 mV.

Una caracteristica més de los ovocitos maduros, es su ca
pacidad para responder electricamente con potenciales de ac
cidén y en ocasiones presentan potenciales de accidn esponté

I1e0s.

Lo
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