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RESUMEN

El cultivo de bivalvos se ve limitado por la obtencién de semilla de calidad en los criaderos. El
éxito de las puestas depende de la alimentacion adecuada de los reproductores, y pueden ser in-
ducidas artificialmente mediante choque osmotico, térmico u otras técnicas. Algunos factores ex-
ternos, como los ambientales, e internos, de caracter neuroendocrino, parecen contribuir a la
maduracion de los gametos.

El ciclo gametogénico de Crassostrea gigas (Thunberg, 1873) se caracteriza por largos periodos
de reposo gonadal, en los que se ha encontrado una tasa elevada de degradacion y atresia celu-
lar. También se aprecian diferencias considerables entre hembras y machos en los perfiles pro-
teinicos durante el desarrollo gametogénico.

El presente trabajo esta orientado a la busqueda de marcadores del estado de madurez de los
gametos como indicadores del momento mas adecuado para inducir la puesta. Uno de los re-
sultados obtenidos ha sido la visualizaciéon de una proteina de membrana en hembras, que se
muestra en la fase de madurez de los ovocitos y en las puestas, que podria constituir uno de los
macadores buscados.

Palabras clave: Crassostrea gigas, ciclo gametogénico, madurez gamética, proteinas de mem-
brana, proteinas solubles, fraccionamiento subcelular.

ABSTRACT

The search for gametic maturity markers in the gametogenic cycle of Crassostrea gigas (Thunberg,
1873)

One of the aims of bivalve culture is obtaining high quality broodstocks in hatcheries. Spawning feasibil-
ity depends on a suitable breeder’s feeding, and can be artificially induced. Some external factors (environ-
mental) and internal (neuroendocrinal) seem to contribute to gamete maturation.

Crassostrea gigas (Thunberg, 1873) gametogenic cycle is characterised by long resting periods during
which a high rate of degradation and cellular atresia has been observed. There are also remarkable differences
between male and female protein profiles during gametogenic development.

Our group has been searching for molecular indicators of the state of maturation, and the most suitable
moment for spawning induction. One of our most promising resulls was the appearance of a membrane pro-
tein in _females thought to be a signal receptor in oocyle maturation and spawning.

Keywords: Crassostrea gigas, gamelogenic cycle, gamete maturation, membrane proteins, soluble pro-
teins, subcellular fractioning.
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INTRODUCCION

La introduccién en Galicia de la ostra japonesa
Crassostrea gigas (Thunberg, 1873) en 1991 supuso
un gran avance en el sector ostricola, por su mayor
resistencia y rapidez de crecimiento en compara-
cion con la ostra plana Ostrea edulis L., 1758, de cul-
tivo tradicional y autéctona de esta zona.

Existen numerosos estudios acerca de la repro-
duccion de Crassostrea que versan sobre el uso de
las reservas bioenergéticas durante la gametogéne-
sis y sobre el estado histolégico de la gonada en ca-
da estadio del ciclo reproductivo. Estos trabajos re-
conocen que una adecuada alimentacion de los
reproductores conlleva una calidad superior de los
ovocitos y, por tanto, tasas mas elevadas de fecun-
dacion y supervivencia larvaria. Sin embargo, esta
correlacion no se produce siempre en los cultivos y,
a pesar del mantenimiento de los reproductores en
las condiciones mas adecuadas y del suministro de
dietas muy especificas, la viabilidad embrionaria y
larvaria de las puestas inducidas es reducida. Este
hecho constituye uno de los principales factores li-
mitantes en la obtencion de semilla de bivalvos en
los criaderos, y apunta a la existencia de otros fac-
tores responsables de la induccién a la maduracion
de los ovocitos y a la puesta que hasta ahora no han
sido identificados.

Diversos autores han constatado el control que
ejercen sobre la gametogénesis los productos neu-
roendocrinos segregados por los ganglios cerebra-
les y viscerales. Sin embargo, se desconocen las ru-
tas de transporte y su modo de actuacion, y aun
permanece sin dilucidarse si inciden directamente
sobre la gonada o si son moléculas intermediarias,
existiendo mensajeros hormonales secundarios de
accion local. En cualquier caso, la participacion de
neurohormonas implica la presencia de receptores
hormonales en las células diana, que podrian ser
utilizados como marcadores de la madurez de los
gametos y, consecuentemente, como indicadores
del momento mas adecuado para llevar a cabo la
induccién a la puesta, garantizando un éxito re-
productivo mayor.

Este trabajo constituye un primer intento para
identificar los marcadores de madurez en los ga-
metos de Crassostrea. Si este proceso es controlado
hormonalmente, como se supone, debe haber un
incremento en los niveles de los receptores respec-
tivos de las células diana, que, en la mayoria de los
organismos, son de naturaleza proteinica.
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MATERIAL Y METODOS

Los ejemplares de C. gigas utilizados en este es-
tudio fueron recolectados quincenalmente entre
marzo de 1997 y febrero de 1998 en la bahia de
Marennes-Oleron (Francia). El tejido utilizado pa-
ra el trabajo fue la génada de los organismos, que
se diseccion6 y dividié en varias partes. Una de
ellas se destin6 a analisis histologicos, para lo que
se fij6 en Bouin®, se incluy6 en parafina y se sec-
ciono6 cortes de 5 pm de espesor que se sometie-
ron a la tincién tricromica de Wheatley. El resto
del tejido se congeld en N liquido y se almacend
a —80 °C hasta su uso.

La determinacion de los estadios gametogénicos
de los individuos se llev6 a cabo estudiando los cor-
tes histolégicos con microscopia Optica. Tras la
asignacion de los estadios del ciclo, se eligieron ma-
chos y hembras representativos de cada uno para el
estudio comparativo de las proteinas de membrana
y citosol, que se realiz6 mediante el fraccionamien-
to subcelular por centrifugacion diferencial en gra-
diente de densidad.

Después de diversas pruebas de puesta a punto
para su aplicacion a la gonada de Crassostrea, se es-
tablecio el protocolo siguiente: homogeneizacion
del tejido con tampén Tris HCI 40 mM pH 7,0,
MgCly, 10 mM, KCI 120 mM y EDTA 5 mM, en una
relacion 1:6 (peso del tejido/volumen de tampén).
Para evitar la degradacion de las proteinas se in-
corpor6 al tamp6n un compuesto comercial, mez-
cla de varios inhibidores de proteasas y con am-
plia especificidad para la inhibicién de serina,
cisteina y metaloproteasas (de Roche Molecular
Biochemicals).

La separacion de los ntcleos se llevo a cabo por
centrifugaciéon a 1 000 G durante 10 minutos a 4 °C.
Después de varios lavados, el sobrenadante se so-
meti6 a una segunda ultracentrifugacion a 17210 G
durante 30 minutos, en la que precipitan las mito-
condrias y la membrana plasmatica y quedan en el
sobrenadante particulas del reticulo endoplasmati-
co, del aparato de Golgi y el citosol. Tras varios lava-
dos, el precipitado se resuspendi6 en 5 ml de tampon
de extraccion y se sometio a otra ultracentrifuga-
cién en gradiente de sacarosa (1,34 M) a 107170 G
durante 60 minutos para separar la fraccion de la
membrana plasmatica y de las mitocondrias. Estas
altimas precipitan en el fondo del tubo, mientras
que la fraccion de membrana se sitia en la interfa-
se del gradiente. Esta se succioné con micropipeta
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y se recogi6 en el precipitado de una nueva ultra-
centrifugacion a 150000 G durante 40 minutos.
Después de nuevos lavados, fue resuspendida en
otros 5 ml de tampon de extraccion. El sobrena-
dante de esta ultima centrifugaciéon se uni6 al so-
brenadante obtenido en el primer paso y se some-
tié a una altima ultracentrifugaciéon a 250000 G
durante 3 horas para separar las particulas de reti-
culo endoplasmatico y del aparato de Golgi de la
fraccion citosolica y los lisosomas. Todos y cada uno
de los pasos del proceso de fraccionamiento fueron
realizados a 4°C (figura 1).

La bondad del fraccionamiento, es decir, la pu-
reza de cada una de las fracciones subcelulares re-
cogidas y su posible contaminacion, fue valorada
mediante la determinaciéon de la actividad de dis-
tintas enzimas marcadoras: succinato deshidroge-
nasa (mitocondrias); fosfatasa alcalina y 5’-nucleo-
tidasa (membrana plasmatica); B-D-glucosidasa
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(reticulo endoplasmico); tiamina pirofosfatasa (ve-
siculas de Golgi); fosfatasa acida (lisosomas, que se
recogen en la fraccion de citosol).

La cuantificacion de las proteinas totales en ca-
da una de las fracciones obtenidas se realiz6 por el
método del acido bicinchoninico (BCA), después
de solubilizar las proteinas de membrana con una
solucion detergente de Triton X-100® en propor-
cion 1/2.

El perfil de proteinas en machos y hembras a lo
largo de todo el ciclo gametogénico se realiz6 me-
diante electroforesis en geles de poliacrilamida al
10 % en condiciones no desnaturalizantes. Las frac-
ciones analizadas principalmente fueron las de
membrana plasmatica y citosol. La electroforesis se
llevo a cabo a 150 Vy 4 mA durante 90 minutos.
Las distintas bandas de proteinas se visualizaron
mediante tincion de plata (Merril, Switzer y Van
Keuren, 1979; San Juan, inédito).

Goénada
v
Homogeneizado
=
v v
Nucleos Sobrenadante 1
p=)
3 ’ p=)
Nucleos
v
Mitocondrias
Membrana plasmética
=
A\ 4
Membrana Sobrenadante 2
plasmética
+
=)
7 » Sobrenadante 3

l >

A 4 A v v
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Figura 1. Esquema del proceso de fraccionamiento subcelular por centrifugacion diferencial en gradiente de densidad (2 :

centrifugacion en las condiciones especificadas en el texto).
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RESULTADOS Y DISCUSION

A partir del estudio de las preparaciones histolo-
gicas de todos los individuos muestreados (169), y
teniendo como base las distintas fases descritas por
Coe (1963) para el primer desarrollo de la génada
de Crassostrea virginica (Gmelin, 1791) y los dife-
rentes estadios descritos por Lubet (1959) para
Mytilus edulis Linnaeus, 1758, se puede describir el
desarrollo gonadal de C. gigas del modo siguiente.

El ciclo gametogénico comienza hacia finales de
agosto y principios de septiembre con un periodo
de restauracion del tejido de reserva, que sera uti-
lizado posteriormente para sostener el desarrollo
gametogénico. Este principio del ciclo, denomina-
do estadio 0, se caracteriza, también, por una au-
sencia de células germinales (figura 2a)

Transcurrido un tiempo reducido, comienza la
produccion, proliferacion y propagacion de las go-
nias (figura 2b), asi como la formacion de los foli-
culos, diverticulos en los que éstas se asientan. Esta
fase, denominada estadio I, se caracteriza porque
practicamente el 100 % de los individuos son inde-
terminados, y se aprecian las lineas germinales de
ambos sexos en un mismo organismo. Es lo que se
ha denominado génada intersexual primaria (figu-
ra 2c), si bien, en toda esta etapa, los pequenos
ovocitos previtelogénicos son mas evidentes, confi-
riendo apariencia de hembras a la mayoria de los
individuos (figura 2d).

Durante el largo periodo de invierno (noviembre-
marzo) se producen pocos cambios, y el desarrollo
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folicular contintia muy lentificado. Esta etapa, que
se podria llamar de hibernacion, se caracteriza por
una atresia elevada y la degradacion hemocitaria (de
las células germinales parcialmente diferenciadas)
(figura 3a).

En marzo, coincidiendo con un aumento impor-
tante de la temperatura del agua, se reanuda la ga-
metogénesis y se alcanza el estadio II, en el que se
hacen visibles todos los tipos celulares de cada li-
nea germinal, aunque con predominio notable de
ovocitos previtelogénicos y espermatocitos frente al
escaso numero de gametos maduros. En los indivi-
duos que se desarrollan como machos proliferan
las espermatogonias y los esperamatocitos I, y los
ovocitos primarios que contenian van desintegran-
dose (figura 3b). El desarrollo en las hembras es
mas lento en ese momento, y aunque se observa un
crecimiento en tamano y namero de los ovocitos
previtelogénicos (figura 3c), éstos son continua-
mente degradados (figura 3d).

Entre abril y junio los machos alcanzan la madu-
rez sexual y producen las primeras puestas parcia-
les (estadio IITA) (figura 4a). Coincidiendo con es-
tas emisiones de esperma al medio, va cesando la
atresia en las hembras, que progresan en su desa-
rrollo hasta que, a finales de junio, alcanzan tam-
bién el estadio IIIA (figura 4b) y se producen sus
primeros pulsos de puesta (figura 4c).

A partir de ese momento el desarrollo de ambos
sexos se sincroniza, produciéndose una rapida res-
tauracion del tejido gonadal (estadio IIIC) (figuras
4dy 5a) para dar lugar, en el mes de julio, a la pues-

Figura 2. (a): estadio 0; so6lo el tejido de re-
serva esta presente (X 12). (b): estadio I; pro-
liferacion y propagacion de gonias (x 120).
(c): estadio I; formacion de foliculos y gona-
da intersexual primaria (x 120). (d): estadio
I; evidencia de ovocitos previtelogénicos en
la génada intersexual primaria (x 120).
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Figura 3. (a): estadio I; hibernacién y atre-
sia de las células germinales parcialmente
diferenciadas (x 120). (b): estadio II de ma-
chos; se observan todos los tipos celulares
de la linea germinal (espermatogonias, es-
permatocitos I, espermatocitos II, esperma-
tidas y algunos espermatozoides) y muchos
ovocitos primarios residuales de la génada
intersexual primaria (X 120). (c): estadio II
de hembras; el crecimiento y desarrollo de
los foliculos es menor que en machos; se
observan numerosas gonias, ovocitos previ-
telogénicos en distintos estados de madura-
cion y algin ovocito vitelogénico (X 30).
(d): estadio II de hembras; durante todo el
estadio II se sigue observando una atresia
ovocitaria intensa (X 120).

ta principal y total (estadio IIIB) (figura 5b,c). Tras
la puesta masiva, la gonada se ve invadida por he-
mocitos, que asumen su limpieza degradando el
material no liberado. Esto supone el fin de un ciclo
reproductivo (estadio IIID) (figura 5d) y da paso a
la recuperacion del tejido de reserva, inicio de un
ciclo nuevo.

La descripcion del ciclo gametogénico de C. gi-
gas instruyo sobre la eleccion de los individuos mas
representativos de cada uno de los estadios pro-
puestos que se destinarian al analisis de los pa-
trones proteinicos de membrana plasmatica y
de citosol. Una vez realizado el fraccionamiento

Figura 4. (a): estadio IIIA de machos; ma-
durez sexual y primeros pulsos de puesta
(% 30). (b): estadio IIIA de hembras; s6lo
después de los pulsos de puesta de los ma-
chos desaparece la intensa atresia ovocita-
ria de las hembras (x 30). (c): estadio IITA
de hembras; pulso de puesta (% 120). (d):
estadio IIIC de hembras; restauracion go-
nadal; se observa nuevamente una intensa
proliferacion y division de gonias (% 180).
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subcelular en el tejido gonadal de cada individuo,
previamente almacenado a —-80°C, se comprobo la
pureza de las fracciones y la eficacia del fracciona-
miento en cada caso con la determinacion de la ac-
tividad especifica (medida en unidades internacio-
nales de actividad enzimatica por miligramo de
proteina) de las enzimas marcadoras descritas en el
apartado de epigrafe Material y métodos.

Aunque la finalidad tnica de estas mediciones
de actividad enzimatica era comprobar la efectivi-
dad del fraccionamiento subcelular, al comparar
las medidas entre si considerando los estadios co-
rrespondientes, se observaron variaciones acusadas
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y una relacion inversa entre las enzimas marcado-
ras de membrana plasmatica y las de citosol. Ya se
advertia de la eleccion de la enzima fosfatasa acida
como marcador de la fraccion citosolica; esta enzi-
ma se encuentra localizada en el compartimento li-
sosomal, y estos organulos, por su pequeno tamano
y densidad, son recogidos junto con el citosol.

En las hembras, la actividad fosfatasa acida pare-
ce descender entre agosto y septiembre, mientras
que aumentan las actividades marcadoras de mem-
brana plasmatica (fosfatasa alcalina y 5’-nucleotida-
sa) (figura 6). En ese momento, como se describia,
se esta restaurando el tejido de reserva con la pro-
liferacion de sus células, y la actividad biosintética
es elevada (estadio 0). Durante el otono y el invier-

Figura 5. (a): estadio IIIC de machos; res-
tauracion gonadal; de nuevo se observa una
intensa proliferacion y division gonial y tam-
bién de espermatocitos Iy IT (x 180). (b): es-
tadio IIIB de hembras; puesta masiva y to-
tal de los ovocitos maduros en el mes de ju-
lio; se observa el gonoducto lleno de ovoci-
tos que estan siendo expulsados al exterior
(% 30). (c): estadio IIIB de machos; puesta
masiva y total de espermatozoides en el
mes de julio; se observa el gonoducto, con
una inmensa masa de espermatozoides que
estan siendo expulsados al exterior (x 30).
(d): estadio IIID; degradacion y reabsor-
cion del tejido gonadal al final de un ciclo
reproductivo (x 30).

no la actividad fosfatasa acida se mantiene aproxi-
madamente constante, y la actividad de la fosfatasa
alcalina y de la 5’-nucleotidasa aumentan inicial-
mente, para caer después a sus valores mas bajos. A
principios de otono se observo histologicamente la
proliferacion de gonias y la formaciéon de los foli-
culos gonadales (estadio I). Este aumento inicial
de las actividades marcadoras de membrana plas-
matica parece reflejar esa proliferacion y division
de células goniales. Durante el invierno el desarro-
llo gametogénico se detiene y se produce la atresia
continuada de las células germinales parcialmente
diferenciadas.

Los fené6menos de atresia descritos en otros bi-
valvos suelen llevar asociados lisis hemocitaria

Hembras
70 T4
g —o— 5'-Nucleotidasa %
g 60 7 —&— Fostatasa &cida g
o 50 A T33
% g
1 ;
B T2%
g 30 3 Figura 6. Variacion de la actividad especifi-
g 'g ca de las enzimas marcadoras de membrana
207 +1 plasmatica y citosol (lisosomas) en la gona-
da de hembras de C. gigas a lo largo de to-
10 do un ciclo reproductivo. Las dos activida-
01 Vi 0 des marcadoras de membrana valoradas
presentaron evoluciones idénticas, por lo
A-S ONDEFMAMJIJ que, para facilitar la lectura comparativa,
Mes de muestreo solo se representa la actividad 5’-nucleoti-
dasa.
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(Pipe, 1987; Dorange y Le Pennec, 1989) y reab-
sorcion del material digerido para ser reutilizado
posteriormente en la formaciéon de nuevos game-
tos (Lubet et al., 1987; Pipe, 1987; Le Pennec et al.,
1991). No se conoce con exactidud la senal que de-
sencadena estos fenémenos, aunque algunos auto-
res conjeturan con el aumento de la actividad liso-
somal durante estos procesos (Pipe y Moore, 1985;
Dorange, 1989), lo que seria congruente con la dis-
minucion de la actividad de las enzimas de mem-
brana plasmatica, con la menor cantidad de esta
fraccion aislada en esos momentos y también con
el aumento de actividades lisosomales en el perio-
do que hemos establecido como de hibernacion.
En abril-mayo la gonada de las hembras se desa-
rrolla mas (II), aunque aun se observa atresia ele-
vada, que alcanza su intensidad maxima en estos
meses y coincide con un aumento brusco de la ac-
tividad lisosomal (figura 6). En junio-julio tienen
lugar una restauracion gonadal rapida e intensa
(estadio IIIC) y la maduracién completa y puesta
de los ovocitos (estadio IIIB). Estos estadios se co-
rrelacionan con una mayor recuperacion de la
fraccion de membrana plasmatica y un aumento
de las actividades de las enzimas marcadoras de es-
ta fraccion, incrementos simultaneos a la desapari-
cion de la atresia y a la disminucion drastica de la
actividad lisosomal (figura 6). Posteriormente, des-
pués de la puesta principal y total, al término del
ciclo reproductivo, vuelven a disminuir las activi-
dades de membrana y a aumentar la actividad liso-
somal, debido, probablemente, a la degradacion
de los gametos residuales que no han llegado a emi-
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tirse y a la reabsorciéon de la génada (estadio IIID)
(figura 6).

Por otra parte, la fosfatasa acida (actividad liso-
somal) en los machos tiene una evolucion similar a
la descrita para las hembras, asociada a periodos de
paralizacion de la gametogénesis y de atresia, aun-
que los valores son superiores. Esto quiza sea debi-
do a que, aunque el namero de espermatozoides es
muy superior, por su menor tamano, no se apre-
cien los fen6menos de atresia en las preparaciones
histologicas tan evidentemente como en las hem-
bras (figura 7). Las actividades 5’-nucleotidasa y
fosfatasa alcalina tienen un comportamiento lige-
ramente distinto al descrito en hembras, pues au-
menta notablemente después de la puesta princi-
pal, a finales de verano, y es minima durante todo
el invierno, hasta los meses de marzo y abril.

En C. gigas, aunque no se ha mencionado en la
descripcion del ciclo gametogénico, las tempera-
turas altas, superiores a una minima determinada,
parecen inducir el desarrollo en los machos. Al fi-
nal del verano las temperaturas del agua siguen
siendo elevadas, y es muy frecuente observar toda-
via un rapido desarrollo gametogénico en machos,
que incluso puede dar lugar a una segunda puesta
a finales de otono, aunque no se conoce con cer-
teza su efectividad. En el mes de marzo, como se
ha descrito, al aumentar la temperatura al co-
mienzo de la primavera, se desencadena nueva-
mente la gametogénesis, mucho mas rapida en los
machos. Por tanto, el aumento de las actividades
marcadoras de membrana plasmatica en ese mo-
mento debe estar relacionado con la rapida e in-

Machos
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Figura 7. Variacién de la actividad especifi- = g
ca de las enzimas marcadoras de membrana < 30
plasmatica y citosol (lisosomas) en la géna- 20 - +1
da de machos de C. gigas a lo largo de todo 10 -
un ciclo reproductivo. Las dos actividades
marcadoras de membrana valoradas presen- 0 i T T TR T 0
taron evoluciones idénticas, por lo que, pa- A S ON D E F M A M J J
ra facilitar la lectura comparativa, sélo se ha Mes de muestreo
representado la actividad 5’-nucleotidasa.
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tensa multiplicacion gonial y la proliferacion de es-
permatocitos I y II, espermatidas y espermatozoi-
des observadas.

Los resultados de las electroforesis en gel de las
fracciones mencionadas muestran diversas bandas
proteinicas (figuras 8 y 9). Su estudio comparativo
atendiendo a los distintos estadios gametogénicos
sugiere que, en las hembras, algunas surgen o se in-
tensifican coincidiendo con la desaparicion de la
atresia y la maduracién de los ovocitos, inmediata-
mente antes de la puesta. Estas proteinas podrian

Marcadores de madurez de gametos en Crassostrea gigas

corresponder bien a receptores de membrana de
alguna senal hormonal emitida por los machos, ya
que el cese de la atresia en las hembras es evidente
solo después de las puestas parciales o pulsos de
puesta de los machos en el estadio IIIA, bien a re-
ceptores de senales internas o externas que deter-
minen el momento 6ptimo y adecuado de la pues-
ta; o bien a otras proteinas constitutivas del vitelo y
necesarias para los desarrollos embrionario y larva-
rio posteriores, por lo que podrian constituir posi-
bles marcadores de madurez ovocitaria.

Estadio

gametogénico .

HIAl 111A2 nic 1B

-

Figura 8. Patrén de proteinas citosolicas de
hembras a lo largo del ciclo gametogénico.
Fotografia de las electroforesis en geles de
poliacrilamida de la fraccion citosolica de
hembras escogidas como representativas de
cada estadio gametogénico. Los indicado-
res senalan las bandas de proteinas mas re-
presentativas en los estadios de madurez
ovocitaria y proporcionan su valor de movi-
lidad relativa (Rf), calculado como la razéon
entre la distancia de migracion de la prote-
ina y la del colorante utilizado como mar-
cador en el transcurso de la electroforesis
(azul de bromofenol).
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Figura 9. Patron de proteinas de la mem-
brana plasmatica de hembras a lo largo del
ciclo gametogénico. Fotografia de las elec-
troforesis en geles de poliacrilamida de la
fraccion de membrana de hembras escogi-
das como representativas de cada estadio
gametogénico. Los indicadores senalan las
bandas de proteinas mas representativas en
los estadios de madurez ovocitaria y pro-
porcionan su valor de movilidad relativa
(Rf), calculado como la razéon entre la dis-
tancia de migraciéon de la proteina y la del
colorante utilizado como marcador en el
transcurso de la electroforesis (azul de bro-
mofenol).
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