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SUMMARY

The objectives were to describe the histology of the ovary in Fissurella crassa, characterizing the diverse
stages of gonadal maturity, to detect the presence of progesterone in the ovary and to analyze a possible
relation between the latter and the stage of gonadal maturity. Females keyhole limpet of 45 mm in size,
(total n = 60) were collected in the Montemar area (V Region, Chile), during five months (n = 12/month).
The histology analysis of each specimens ovary was made on Sum thick tissue sections, dyed with
Haematoxylin-Eosin using light microscopy. Finally, to evaluate the ovarian progesterone concentration,
dafter an extraction procedure, a solid phase radioimmuneassay (RIA) technique (D.P.C., Coat-A-Count ®)
was used. Through the ovarian structure analysis, both macroscopic and microscopic, it can be concluded
that F. crassa has similar morphological, reproductive and gametogenic characteristics to other species
of the Fissurellidae family. The statistical analysis (ANOVA and Tukey’s test) indicated a significant
difference (p < 0.03) in the progesterone concentration between the month of august and april on respect
to december and february. October’s sample is not significantly different from the others. In addition,
it does not exist a strong correlation between the degree of maturity of the ovary and the ovarian
progesterone concentration (Pearson’s Correlation = 0.56).

KEY WORDS: Keyhole limpet; Fissurella crassa; ovary germinal line; ovarian progesterone concentra-
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INTRODUCCION tre 1992 y 2002 (Sernapesca, 2002). Su captura des-
de los bancos naturales ha aumentado progresiva-
mente en los dltimos afios, debido a sus caracteris-

ticas fisico-organolépticas muy similares al loco

La lapa (Fissurella sp.), molusco archaeogastropo-
da, extraido habitualmente para la alimentacién hu-

mana (Bretos, 1988), constituye una buena fuente
proteica y se clasifica dentro de las especies mari-
nas magras (Sierra y col., 1991). Su desembarque
ha sido relativamente estable en los dltimos afios,
con un promedio de captura de 2.422 toneladas en-

! Departamento Ciencias Biol6gicas Animales, Facultad
Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de
Chile. Casilla 2, Correo 15, Santiago, Chile. tatydel
campo@netnow.cl lhuaquin@uchile.cl burquiert@
uchile.cl

Avances en Ciencias Veterinarias 20, pp. 54-60, 2005

(Concholepas concholepas) y al abalone (Haliotis
sp.). El alza en los precios y el consecuente aumento
de las exportaciones, sumado a la falta de vedas,
hacen pensar en una posible crisis de este recurso
en el futuro. Son escasos los antecedentes disponi-
bles (Vega, 1992) en relaci6n con la biologia repro-
ductiva de la especie. Se sefiala para las especies
del género que pueden evacuar gametos durante casi
todo el afio o que presentan desoves dos veces al
afio (Bretos y col.; 1988 (A); Bretos y col.; 1988
(B); Bretos y Chihuailaf, 1990). Con respecto a la
descripcién de la linea germinal, existen estudios
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sobre la base del tamafio del ovocito en F. barba-
densis, realizados por Ward (1966). En los estudios
reproductivos que describen ovocitos recién deso-
vados se indica que éstos no poseen cubierta foli-
cular (Jong-Brink y col., 1983). Tanto para el ma-
nejo sustentable de las especies como para el
desarrollo de procedimientos de cultivo de ellas es
necesario conocer los procesos reproductivos y de
crecimiento y su regulacion. Los objetivos de este
trabajo fueron describir histolégicamente el ovario
de Fissurella crassa, caracterizando los diversos es-
tados de madurez gonadal de esta especie; detectar
la presencia de progesterona en la génada y anali-
zar si existe relacion entre la concentracién hormo-
nal con el estado de madurez gonadal.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajé con un total de 60 lapas hembras, ma-
yores de 45 mm de longitud de concha, recolecta-
das en el sector de Montemar (V Regi6n), mensual-
mente, durante agosto, octubre y diciembre de 1997
febrero y abril de 1998 (n = 12/mes). Luego de
identificar las hembras se registraron la longitud y
ancho de la concha, peso total, peso blando del ani-
mal y el de cada ovario, determindndose el Indice
Gonadosomatico (IGS):

[IGS = (Peso de la génada / Peso blando) x 100],
el cual corresponde a la relacidn entre el peso de
la génada con respecto al peso total de las partes
blandas.

El anilisis histolégico del ovario de cada indi-
viduo se realizé obteniendo una muestra de 5 a
8 mm?® de tejido gonadal que se fij6 en Bouin al-
cohdlico. Cortes histolégicos de Sum de grosor,
fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina. Ademds,
con el objeto de diferenciar en forma clara y se-
lectiva los diversos elementos que comprenden el
estroma ovdrico, se realizaron dos tinciones com-
plementarias: Van Gieson para identificar fibras
coldgenas y PAS (Acido Peryédico Shiff) para gli-
cosaminoglicanos.

El estudio de los cortes histolgicos de los ova-
rios se dividié en dos partes principales: la primera
fue realizar una descripcién de la linea germinal de
F. crassa. La segunda fue clasificar los cinco esta-
dos (E°) de madurez histolégica del ovario: inma-
duro E° 0, en maduracién temprana E° 1, en madu-
racién avanzada E° 2, maduro E° 3 y desove E° 4,
segln las caracteristicas de la linea germinal y es-
tructurales de la génada.

Finalmente, con el objeto de estimar la concen-
tracion ovdrica de progesterona, se tomaron 2; 1 o
0,5 g de gonada, respectivamente, segin el peso de
cada ovario y posteriormente se congelaron a -20 °C,
hasta su procesamiento. La progesterona contenida
en la fraccién lipidica del tejido gonadal se obtuvo
mediante triple extraccién con diclorometano al
99,5%, que luego se evapord a sequedad, obtenién-
dose un extracto seco, el cual fue resuspendido con
buffer PBS 0,01 M a pH 7.4 para proceder luego a
la cuantificacién por radicinmunoandlisis (RIA)
(D.PC., Coat-A-Count ®).

RESULTADOS

El ovario de Fissurella crassa se observa como un
gran saco de color verde oscuro, multilobulado, de
morfologia y tamafio variable dependiendo del es-
tado de madurez de los ejemplares. La génada estd
recubierta por un epitelio simple que varia desde
cubico a columnar y al cual subyacen fibras de te-
jido conectivo y muscular, desde donde se proyec-
tan trabéculas o septos gonadales. El parénquima
que constituye el tejido noble del 6rgano esta for-
mado por las diversas células de la linea germinal.
El estroma esta constituido por tejido conectivo, el
que posee diversos elementos celulares y una ma-
triz extracelular (compuesta por una sustancia amor-
fa y elementos fibrilares). Este tejido conectivo se
evagina en el interior de la génada, formando des-
de la pared trabéculas de sostén o septos, los cua-
les recorren el espacio gonadal formando miiltiples
compartimientos o acinos ovéricos desde donde se
desarrolla la linea germinal. Estos septos van dis-
minuyendo en grosor hasta depletarse casi por com-
pleto en el momento final de la madurez gonadal.

Las células germinales se desarrollan en forma cen-

trifuga alrededor de estos ejes.

Se analizé integralmente el tejido reconociéndo-
se los diferentes tipos celulares que comprenden la
linea germinal (LG) (Fig. 1). En el desarrollo de la
LG del ovario de F. crassa se diferencian claramen-
te dos lineas celulares, una Linea Germinal Tem-
prana (LGT) y una Linea Germinal Avanzada
(LGA):

» Linea Germinal Temprana (LGT): Ovogonia,
Ovocito Previtelogénico I, Ovocito Previtelogé-
nico Il y Ovocito Previtelogénico III.

¢ Linea Germinal Avanzada (LGA): Ovocito Vi-
telogénico I; Ovocito Vitelogénico II y Ovocito
Maduro.
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FIGURA 1
DESCRIPCION DE LA LINEA GERMINAL DE F. CRASSA
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FIGURA 2
ESTADOS DE MADUREZ DEL OVARIO DE FISSURELLA CRASSA

ESTADO 1 ESTADO

ESTADO 4

VS: vasos sanguineos.
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Ovogonias: Células de forma esférica, con nu-
cleo cromofobo de alrededor de 4 pm, presencia de
nucléolo fuertemente tefiido, desplazado general-
mente hacia un polo. Citoplasma escaso, basoéfilo.
Las ovogonias se ubican preferentemente en los
bordes de los septos ovdricos, alrededor del tejido
conectivo trabecular, junto a otras células de la
LGT. Se pueden encontrar a lo largo de todo el ci-
clo reproductivo y su tamafio promedio alcanza los
7,6 um.

Ovocito Previtelogénico I: Célula esférica a
piriforme con un didmetro promedio de 14 um, el
niicleo se mantiene croméfobo, de gran tamafio
(7,2 um aproximadamente), nucléolo fuertemente
tefiiddo, central o excéntrico; el citoplasma ha au-
mentado de didmetro, fuertemente baséfilo y de
aspecto finamente granular. Estas células se en-
cuentran dispuestas generalmente al igual que las
demds células de la LGT, en las paredes de los sep-
tos gonadales. Septos que se tifien color rojo pur-
pura: PAS (+), al igual que la periferia de otros ti-
pos celulares y del espacio intercelular, evidencian
la presencia de glicosaminoglicanos del tejido co-
nectivo.

Ovocito Previtelogénico II: Célula de forma
variable, siendo frecuentemente piriforme o polié-
drica, de un didmetro promedio de 21,6 um, nicleo
generalmente desplazado hacia un polo, croméfo-
bo, de forma esférica representa gran parte del ta-
mafio celular (8,9 pm aproximadamente), nucléolo
excéntrico, bien definido. El citoplasma es marca-
damente baséfilo cuyo aspecto finamente granular
es mds notorio que en el tipo celular anterior, evi-
denciando el inicio de la vitelogénesis.

Ovocito Previtelogénico III: Célula de forma
variable de piriforme a alargada, de un didmetro
promedio de 32 um. Nicleo croméfobo, esférico de
12,6 wm aproximadamente, de menor dimensién
que los anteriores tipos celulares, en relacidn al ta-
mafio total celular, nucléolo excéntrico fuertemen-
te tefiido. El citoplasma levemente eosinéfilo, de
aspecto fuertemente granular, da cuenta del proce-
so de vitelogénesis en desarrollo. Estos ovocitos se
diferencian de los anteriores, porque en ellos co-
mienza a formarse una delgada cubierta de gelati-
na que mide alrededor de 2,4 wm, asociada a la
membrana plasmatica.

Ovocito Vitelogénico I: Célula esférica con un
didmetro promedio de 55 pum, incluyendo la cubier-
ta de gelatina. Citoplasma eosinofilico, notoriamen-
te granular. Niicleo ligeramente esférico y central que
a diferencia de los tipos celulares anteriores tiene un

aspecto eosindfilo al igual que el nucléolo. La zona
de gelatinizacién ubicada en la periferia celular, de
aspecto translicido se hace mds notoria que en el tipo
celular anterior (5,28 um aproximadamente).

Ovaocito Vitelogénico II: Célula esférica, cito-
plasma predominantemente eosinofilico persistien-
do el aspecto granular. El niicleo es casi esférico de
posicidn central o excéntrica y se tifie al ignal que
el nucleolo. En algunos ovocitos podemos observar
la existencia de un pedidnculo de fijacién al septo
germinativo. La zona de gelatina periférica mide en
promedio 13,3 wm, por lo que el tamafio total ce-
lular alcanza un promedio de 77 um (que incluye
el didmetro del ovocito més la zona de gelatina que
lo rodea).

Ovocito Madure: Célula esférica a irregular con
un didmetro promedio de 95 um, que incluye la cu-
bierta de gelatina. El citoplasma de aspecto granu-
lar se tifie homogéneamente con la eosina, adqui-
riendo una forma estrellada o esférica. La zona de
gelatinizacién blanca que rodea al ovocito alcanza
su maximo grosor 20,6 pm en promedio. En algu-
nos casos es posible encontrar el pedinculo de co-
nexion, el cual con tincién PAS adquiere un color
violeta oscuro.

En todas las muestras se encontraron presentes
todos los tipos celulares que comprenden la LGT y
la LGA, de este modo segtn las caracteristicas de
la LG y estructurales de la génada, se clasificaron
cuatro estados de madurez histolégica del ovario:
en maduracién temprana (E° 1), en maduracién
avanzada (E° 2), maduro (E° 3) y desove (E° 4),
caracterizados cada uno por un predominio celular
distinto, segtn la época del afio (Fig. 2).

Estado 1: en Maduraciéon Temprana. Al ob-
servar el estroma ovdrico, se puede evidenciar que
los septos gonadicos son gruesos, desarrolldndose
en sus paredes células de la LGT, principalmente
ovocitos previtelogénicos. En el parénquima, se
pueden observar ovocitos vitelogénicos en distin-
tos grados de desarrollo.

Estado 2: en Maduracion Avanzada. En el es-
troma, los septos gonddicos disminuyen considera-
blemente de espesor, en algunos casos son dificiles
de diferenciar. En el parénquima, existe un predo-
minio marcado de ovocitos vitelogénicos II, pudien-
do observarse al igual que él en estado anterior, ovo-
citos previtelogénicos, pero en escasa cantidad.
Aumenta la presencia de ovocitos maduros.

Estado (3): Maduro. En el estroma se observan
los septos gonadales delgados y en sus paredes pue-
den verse en escasa cantidad células de LGT. El pa-
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FIGURA 3
CONCENTRACION MENSUAL DE PROGESTERONA EN FISSURELLA CRASSA
(PMOL/G DE OVARIO)
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TABLA 1
VALORES MENSUALES DE LA CONCENTRACION
DE PROGESTERONA

P4 (pmolig) agosto octubre diciembre febrero abril
prom. 1,75 1,56 1,20 1,19 1,73
(o) = 0,60 = 1,56 = 0,50 = 0,44 = 0,40
min. 1,14 1,16 0,12 0,65 1,05
max. 3,20 2,16 1,88 2,14 2,51

rénquima en su mayoria estd compuesto por ovo-
citos vitelogénicos II y ovocitos maduros con una
gruesa cubierta de gelatina. Las ovogonias son es-
casas, disponiéndose en la periferia, cercanas a la
membrana basal.

Estado (4): Desove. En €l estroma se observa
un engrosamiento de los septos gonadales (en rela-
cién al estado anterior), en las paredes de los cua-
les predominan los ovocitos previtelogénicos, que
dan cuenta del inicio de un nuevo ciclo. En el pa-
rénquima cabe sefialar la presencia de un nmimero
importante de ovocitos maduros, por lo cual esta
especie tendria desoves parciales y no totales. Se
hace mads notoria la presencia de vasos sanguineos
en el interior de los septos gonddicos, en relacién a
los otros estados de maduracién ovérica.

Se registré un incremento del IGS de mayor
magnitud en el mes de octubre (9,95) y otro secun-
dario en febrero (8,80).

La concentracién ovdrica de progesterona pro-
medio mensual (Fig. 3, Tabla 1) fue mayor en el
mes de agosto (1,75 pmol/g ovario) y menor en el

mes de febrero (1,19 pmol/g ovario). El anélisis
estadistico (ANDEVA y Test de Tukey) indicé que
existe diferencia significativa (p < 0,05) en la con-
centracién ovérica de progesterona, entre los meses
de agosto y abril, con respecto a diciembre y febre-
ro; la muestra de octubre no difiere significativa-
mente del resto de los meses. Ademas, se encontrd
que no existe una fuerte correlacién entre el grado
de madurez del ovario y la concentracién de pro-
gesterona (Correlacién de Pearson = 0,56).

DISCUSION

De acuerdo al andlisis de la estructura gonadal ma-
cro y microscépica observada, se puede sefialar que
Fissurella crassa posee similares caracteristicas
morfolégicas, reproductivas y gametogénicas que
otras especies de la familia Fissurellidae, lo que
concuerda con lo descrito por diversos autores, que
han sefialado un ciclo reproductivo continuo para
las diferentes especies de este género en el litoral
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chileno, encontrandose individuos maduros a lo lar-
go del afio, vale decir, que pueden evacuar game-
tos durante la mayor parte del afio (Bretos y col.,
1983; Bretos y col., 1988 (A); Bretos y col., 1988 (B);
Bretos y Chihuailaf, 1990; Ziiiga, 1991; Collado,
1998; Segura, 1998). En este caso, los cuatro esta-
dos de madurez ovarica descritos son similares a los
sefialados por Collado para F. latimarginata y F.
cumingi (1998) y Segura (1998) para F. latimargi-
nata, exceptuando el E° 4: Desove en el cual, a di-
ferencia de lo descrito para estas especies, en F.
crassa adn es posible encontrar ovocitos en madu-
rez avanzada y maduros al interior de la génada.
Estos resultados en F. crassa son coincidentes con
lo descrito para F. limbata (Ziiiiga, 1991), en que
los tipos celulares dominantes en las génadas son
los ovocitos maduros, al igual que en F. barbaden-
sis y F. reticulata, donde las génadas se presenta-
ron maduras y con gametos maduros luego de los
desoves, evidenciando un desove parcial.

En relacién al valor de IGS, existirian dos perio-
dos de evacuacién de gametos, que son concordan-
tes con el criterio de clasificacién histoldgica de ma-
durez gonadal, los que fueron clasificados por la
presencia de ovocitos maduros en la génada durante
el estado de desove, como desoves parciales y no to-
tales como lo que ocurre en otras especies de lapas,
como, por ejemplo, en F. latimarginata'y F. cumingi.

Con respecto a hormonas esteroidales, algunos
autores (Lehoux y Sandor, 1970) sefialan la presen-
cia de estrogenos, andrégenos y progestigenos en
las génadas de moluscos. En F. crassa se registré
la existencia de progesterona medida en el ovario
de ejemplares hembras. Esto coincide con la pre-
sencia de progesterona en la hemolinfa de otra es-
pecie de lapa: F. cumingi (Honour, 2002).

Finalmente, es evidente, que en el ciclo repro-
ductivo de F. crassa es necesario atin despejar in-
terrogantes en relacién a la interrelacién de todos
los factores neuroendocrinos involucrados, tanto los
esteroidales como los de naturaleza proteica, los que
no pueden ser considerados como procesos aisla-
dos, al igual que otros parametros como la tempe-
ratura, fotoperfodo y alimentacién, entre otros. En
la medida que se avance en el conocimiento de la
interaccién de todas las variables que influyen y
modelan los ciclos reproductivos, en su conjunto,
se podrd manejar el momento éptimo para someter
a los individuos a estimulos inductivos de manera
de obtener desoves masivos y controlados, que per-
mitan llevar a cabo la produccién de lapas de ma-
nera eficiente en cuanto a la calidad y cantidad de

gametos, asegurando un desarrollo sustentable del
recurso en el tiempo.

RESUMEN

Los objetivos de este trabajo fueron describir his-
tolgicamente el ovario de Fissurella crassa, carac-
terizando los diversos estados de madurez gonadal
de esta especie; detectar la presencia de progeste-
rona en la génada y analizar si existe relacién en-
tre la concentracién hormonal con el estado de ma-
durez gonadal. Se trabajé con 60 lapas hembras,
mayores de 45 mm de longitud de concha, recolec-
tadas durante 5 meses (n = 12/mes) en el sector de
Montemar (V Regién). El andlisis histolégico del
ovario de cada individuo se realizé obteniendo cor-
tes de Sum de grosor, los que fueron tefiidos con
Hematoxilina-Eosina. Finalmente, con el objeto de
estimar la concentracién ovérica de progesterona se
realizé radioinmunoandlisis (RIA) (D.P.C,, Coat-A-
Count ®). De acuerdo al anAlisis de la estructura
gonadal macro y microscépica observada, se pue-
de concluir que F. crassa posee similares caracte-
risticas morfolégicas, reproductivas y gametogéni-
cas que otras especies de la familia Fissurellidae.
El andlisis estadistico (ANDEVA y Test de Tukey)
indicé que existe diferencia significativa (p < 0,05)
en la concentracién de progesterona, entre los me-
ses de agosto y abril, con respecto a diciembre y
febrero. El mes de octubre no difiere significativa-
mente del resto de los meses. Ademads, se encontrd
que no existe una fuerte correlacién entre el grado
de madurez del ovario y la concentracién de pro-
gesterona (Correlacién de Pearson = 0,56).
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