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ESTUDIO MORFOLOGICO Y ANALISIS CITOQUIMICO DEL MANTO DE LA
MADREPERLA Pinctada mazatlianica {HANLEY, 1856) EN RELACION A LA
FORMACION DE NACAR

RESUMEN

El manto de las ostras perleras presenta una estructura
histolégica vy una fisiologia caracteristicas Y especificas entre
los moluscos bivalvos, Ilo cual permite las reacciones biol6gicas
Y quimicas necesarias para la formacién d e perlas en condiciones
naturales. Los estudios en este aspecto son escasos, por lo cual
se realizé un andlisis histolégico y citoquimico para conocer la
estructura fina vy la naturaleza gulmica de los componentes del
manto de la madreperla P maza tlanica. Los ejemplares fueron
colectados en la Isla Espiritu Santo, B.C.S., México; fueron
disectados y fijados con formol neutro al 10%, mezcla de Zenker,
mezcla de Carnoy, alcohol absoluto y acetona a una temperatura de
0 a 4°(C, dependiendo de la técnica. Se realizaron analisis
histolégicos para morfologia general Yy técnicas histoquimicas
para carbohidratos, proteinas, lipidos, acidos nucleicos, calcio,
anhidrasa carboénica y fosfatasa alcalina. Se observo una
diferenciacion regional de las células epiteliales, que varia de
acuerdo con las diferentes areas del manto. EI I6bulo externo de
la tona marginal es el responsable de la formacién de 1la concha.
El epitelio interno del 16bulo  forma el periostraco y el externo
forma la capa calcarea externa. El epitelio interno del manto
(zona paleal Y central) forma la capa calcarea interna de las
valvas y el epitelio del istmo del manto forma la capa interna
del ligamento. En el tejido subepitelial se observan las células
secretoras asociadas, las cuales fueron caracterizadas por
morfologia \ su naturaleza quimica. Los epitelios difiere:
dependiendo de su funcion, principalmente en la altura de las
células, pigmentacién, ciliacién, tipo y distribucién d e células
secretoras vy actividad enzimatica. En las células secretoras que
contienen mucopolisacaridos acidos se encontraron precipitados de
calcio; las células acidéfilas de la zona central contienen
grédnulos d e glucégeno; las glandulas unicelulares del surco
periostracal y epitelio externo de la  zona paleal contienen RNA Y
el epitelio externo de la zona paleal presenta actividad
enzimatica tanto de anhidrasa carboénica como de fosfatasa
alcalina. Los lipidos fueron encontrados en los epitelios y en el

nervio paleal.



MORPHOLOGICAL STUDY AND CYTOCHEMICAL ANALYSIS OF THE MANTLE OF

PEARL OYSTER Pinctada mazatlanica (HANLEY, 1856) RELATED TO NACRE
FORMATION

ABSTRACT

The pearl oyster mantle presents a histological structure
and a characteristic physiology that allows the biological and
chemical reactions for pearl formation under natural conditions.
Studies on this aspect are limited. Histological and cytochemical
analyses were performed to study the fine structure and the
chemical nature of the mantle components off P. mazatlanica. The
organisms were collected o f Isla Espiritu Santo, B.C.S., Mexico.
They were dissected and fixed with neutral 10% formalin, Zenker’s
mixture, Carnoy's mixture, absolute ethanol and ice-cold acetone
(0 to 4°C). Histological and histochemical tests were done for
carbohydrates, proteins, lipids, nucleic acids, calcium, carbonic
anhydrase and alkaline phosphatase. Differentiation was observed
in the epithelial cells which vary according to the different
mantle areas. The outer mantle fold of the marginal zone secretes
the shell. The inner epithelium of the outer mantle fold
secretes the periostracum and the outer epithelium secretes the
outer calcareous layer. The outer mantle epithelium (paleal and
central zone) is responsible for the inner calcareous layer of
the valves and the mantle isthmus epithelium forms the inner
layer of the ligament. Associated secretory cells were observed
in the subepithelial tissue. These cells were characterited by
means of their morphology and chemical nature. The regional
differentiation of epithelial cells depends on their function.
The differentiation is in height, pigmentation, ciliation, type
and distribution of the secretory cells, and enzymatic activity.
Calcium was observed in the secretory cells that contain acid
mucopolysaccharides. The acidophilic cells of the central zone
contain glycogen granules. In the unicellular glands of the
periostracal groove and outer epithelium of the paleal zone, RNA
was present. In the outer epithelium of the paleal zone carbonic
anhydrase and alkaline phosphatase were present. Lipids were

found in the epithelium and the paleal nerve.



I NTRODUCCI ON

Anti guanente, el origen de las perlas era un msterio.
Después de observaciones detalladas, se Ilego a la conclusidn que

la perla y la concha presentan la m sma conposicion

Los mecani snos de secreci on de |la sustancia que forma |la
concha y el proceso de formaci 6n de |as perlas, han atraido |a
atencion de cientificos y personas interesadas en su valor
econdém co. En condiciones naturales, la perla se forma en
respuesta a un mecani sno de defensa interno |l amado nacari zaci 6n
(Malek y Cheng, 1974), el cual, consiste en una reaccion
especi al i zada conp respuesta a |a presencia de un cuerpo extrafio
(sea biético 0 abi 6tico); dicho naterial debe estar situado en |a
superficie del manto, oOrgano responsable de |a secreci 6on del

nacar. Aparentenmente el fendéneno se debe a un estimulo fisico

Este proceso natural es y ha sido utilizado eficientenente
por el honbre para inducir |a formaci 6n de perlas cultivadas.
Esto dltino se realiza transplantando un fragnento del epitelio
del manto que secreta el nacar, perteneciente a una ostra
donante, dentro de la nasa visceral de una ostra receptora. Al
msno tienpo se inserta un nucleo, general mente el aborado de
concha, para provocar |a regeneracion del epitelio alrededor de
msnmo (Tsujii, 1960; Al agarswam , 1970; Al agarswanm y Qasim
1973; Shirai, 1981; Coeroli y Mzuno, 1985).



Tat suhei Mise en 1907 patentd |a necesidad de insertar un
nacl eo para formar una perla. Tokichi N shikawa en 1917 propuso
un método para producir perlas, consistente en cortar una pieza
de tejido vivo incluyendo las células que forman el saco perlero
con el tejido conectivo circundante insertandolo, con o sin
nucl eo, dentro del tejido de la nmisma, o de otra ostra. Fué
Koki chi M kinmpto en 1918 quien patentd el nétodo para obtener
perlas cultivadas, insertando un nucleo cubierto por el tejido
del manto capaz de secretar |la sustancia de la perla dentro del

tejido subepitelial de la ostra (Tsujii, 1960; Al aqgarswam,
1970) .

Tras nmuchos esfuerzos se ha logrado el desarrollo vy
perfeccionam ento de | a técnica para producir perlas cultivadas
en varias partes del mundo cono Japdén, La India, Polinesia
Francesa, etc., utilizando el manto cono tejido injerto (Tamura,
1960; Al agarswam , 1970; Alagarswami y Qasim 1973; Shirai, 1981
Coeroli y M zuno, 1985).

En México, la riqueza perlera se centr6 en el Golfo de
California con dos especies nativas: Pinctada mazatlanica vy
Pteria sterna. Los prineros datos se pueden encontrar desde |a
época de la Colonia y es probablenente |la presencia de este
recurso lo que justificd la colonizacidn de |a Peninsula (carifio-
O vera, 1987).

En 1903, el Sr. Juan Gastén Vivés consigui 6 del gobierno del
General Porfirio Diaz una concesi 6n para |la explotaci6n y uso de

una patente para el cultivo de la concha perla (Pinctada



mazat | ani ca) en |la Ensenada de San Gabriel, de la Isla Espiritu
Santo, B.C.S. Un afio después funddé |la "compania Criadora de
Concha y Perla de Baja California® con gran éxito en la
producci 6n perlera (Vivés, 1914). Las perlas se producian de
manera natural y su incidencia era del 5 al 6% (Carifio-Overa vy
Caceres-Martinez, 1990). De 1910 a 1914 |a Conpafia habia
extendi do su producci6n hacia las Islas San José y Cerralvo. E
18 de julio de 1914, |os enfrentam entos arnados de |a Revol uci 6n
Mexicana y la tension social condujeron a |la entrada del Coronel
Constitucionalista Mguel L. Cornejo a |la Cudad de La Paz
(Carifo-AO vera y Caceres-Martinez, 1990). En junio de 1915 |l a
"compafiia Criadora" fué destruida. Una de |as consecuencias mas
| ament abl es de este suceso fué |le pérdida de los archivos de |a
enpresa, asi conp el saqueo y destrucci én de |as instal aci ones

acuicolas (Carifio-Qvera, 1991).

Al aunentar |a demanda en el nercado perlero y con el
desarroll o de aparatos de buceo, se increment6 |la pesca de ostras
perleras en forma desnedida (Mnteforte, 1990). Hacia 1939,
cuando | os bancos naturales presentaban un alto grado de
agot am ento, se decretd veda pernmanante que sigue vigente hasta
la fecha; sin enbargo, |a pesca clandestina ha constituido el
princi pal obstaculo para |a recuperaci 6n del recurso (Mnteforte,
1991). Los estudios anatom cos, biol6gicos y ecol 6gi cos de anbas
especi es nativas productoras de perlas son indispensables para
desarrollar la perlicultura en México. El nmanto, conb ya se

menci ond, es el 6rgano que forma la concha y es utilizado conp



tejido injerto, por lo que el conocimento de su estructura

mor f ol 6gi ca es inportante.

Se sabe que el manto es un Organo que consiste de una fina
capa de tejido sujeta a |la superficie interna de |a concha,
presentando general nente tres |o0bulos en su parte distal: |06bulo
interno, |0bulo nmedio y Idbulo externo. El Io6bulo interno es el
mas grande y posee musculos circulares y radiales, el |obulo
medi o destaca por su funcion sensorial y el externo esta

rel aci onado con la secreci6on de la concha (Beedham 1958a;

Barnes, 1986) (Fig. 1).

El manto esta fijo a la concha por las fibras nuscul ares del
| 6bulo interno, a lo largo de una linea semcircular a corta
distancia del margen de la misma. La linea de inserci6on del nanto

aparece inpresa en la superficie interna de |la concha conp una

cicatriz |lamada |inea paleal (Barnes, 1986).

En condiciones naturales, el manto secreta tres capas
paral el as: el periostraco, |a capa prismatica tanbi én conocida
conp capa cal carea externa y |l a capa nacarada || anada tanbi én
capa calcarea interna O calcitostraco (este dltino térmno en
caso de que esta capa sea de calcita) (Bevel ander y Benzer, 1948;
Beedham 1958a; Tsujii, 1960; WIbur, 1964; Gltsoff, 1964; DiXx,
1972a; W/ bur y Sal euddin, 1983; Watabe, 1983; Coeroli y M zuno,
1985; Barnes, 1986) (Fig. 1). Las funciones secretoras del nanto
pueden alterarse en caso de regeneraci 6n de la concha (Tsujii,
1960; Galtsoff, 1964; W/ bur, 1964; Tinermans, 1969; W/l bur y
Sal euddi n, 1983; Watabe, 1983).
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Figura 1. geccién transversal del manto y la concha de un

bivalvo (no a escala) (Tomado de Beedham 1958a y Barnes, 1986).

Ep-epitelio; Mp-misculo pal eal; Pe-periostraco; Ce-capa calcirea
externa; ci-capa calcdrea interna;, Cp-cavidad extrapal eal; Le-
| 6bul 0 externo; Lmldébulo nedio; Li-Io6bulo interno.



La formaci 6n de |la concha se ha conparado con la de |as
perl as porque estas ultinmas tienen la misma conposici 6n quimnca

que |la capa calcarea interna de |a concha (Robertson, 1941); asi,

od

t odos | os noluscos portadores de concha pueden producir perlasEZ
pero s6lo |os noluscos que tienen una capa interior de nécaﬁa
producen perlas de valor conercial (Barnes, 1986). O

El proceso de fornmaci 6n de la concha sigue tres etapas
(Kawai , 1954):
1) Absorci 6n de nateriales calcareos dentro del organisno.
2) Secrecion del material de |Ia concha desde | a epiderm s del
mant o.
3) Transformaci é6n del naterial secretado en cristales de
carbonato de calcio con una matriz organica que cenenta el

cristal.

En el presente estudio, se realizd un analisis norfol 6gico vy
citoquimco del manto de pPinctada nmzatl anica, enfocandose
principal mnente en el segundo aspecto y estableciendo cono
hi potesis de trabajo |a existencia de una diferenciaci 6n regional

en sus propi edades norfosecretoras.
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Posici 6n taxon6mica y distribucion geografica de Pinctada

mazat | ani ca (Hanley, 1856)
CENTRO INTIRIVECTPTING 7

cir ~
Phylum Mol | uca BiB:~ S
O ase: Pel ecypoda LP. A,
DONATIVO

Subcl ase: Pterinorpha
Orden: Pterioida
Superfamlia: Pteriacea
Fam lia: Pteriidae
Género: Pinctada ROding, 1798

Especie: Pinctada mazatlanica (Hanley, 1856)

Es la ostra perlera comin del Pacifico Este Tropical. La
concha del adulto mide entre 10 y 15 cm La parte interna de |la
concha es altanente iridiscente, el periostraco es negro-purpura
a café-olivo; es rugoso y quebradizo formando | am nas
concéntricas. El mirgen de la charnela es recto y el biso esta
bi en desarrollado. Esta especie es extensivanente buscada por sus
perlas de alto valor conercial (Keen, 1971; Abbot, 1974; Enmerson
y Jacobson, 1976).

Di stribuci 6n Geografica.- Esta especie se distribuye desde el
Gol fo de California hasta Peru (Keen, 1971; Abbot, 1974) (Fig.?2)
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Figura 2. Distribuci6on geografica de Pinctada mazatlanica.
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ANTECEDENTES

A partir de |la Segunda Guerra Mindial se han efectuado
estudi os fisicos, quim cos, histoquimcos y bioquimcos que han
permtido realizar grandes progresos en el conocimento de |os
mecani snos de formaci 6n de |a concha y de secreci 6n de nacar en
di versas especies de nmoluscos. Estos estudi os incluyen aspectos
nmor f ol 6gi cos e histolquimcos del nanto y saco perlero (Beedham
1958a, 1958b, 1965; Tsujii, 1960; Wada 1964, 1966a, 1966b, 1967a,
1967b; Ti mmermans, 1969; D x, 1972a, 1972b; Wada y Fuj i nuKki
1976) y estudios histoquimcos y bioquin cos del metabolisno del
calcio (Manigault, 1939; Robertson, 1941; Freeman y W/ bur, 1948;
Bevel ander y Benzer, 1948; Stol owski, 1951; Bevel ander, 1952;
Wl bur y Jordey, 1952, 1955; Jordey, 1953; Hirata, 1953; Love y
Frommhagen, 1953; Kawai, 1954, 1955; Kado, 1960; Freeman, 1960;
G égoire, 1967; Timermans, 1969; Dix, 1972a, 1972b; Wada vy
Fuj i nuki, 1976; Weiner y Traub, 1984; Kunigelis y Sal euddin,
1984; Beirao y Sorenson, 1986; Gabbott y Peek, 1991; Peek y
Gabbott, 1991).

La Histoquimca cléasica ha sido y es una herram enta de gran
utilidad para estudios de este tipo, en los cuales, el

conocimento de |la norfologia mcroscépica es indispensable.

En o que respecta exclusivanente a |os estudi os sobre
formaci 6n de la concha y netabolisno del calcio a partir de

mét odos histol 6gicos y citoquimcos, destacan al gunos autores
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antes nenci onados: Bevelander y Benzer (1948), que analizan
varias especies de noluscos, incluyendo Pinctada radiata; Love Yy
Fronmhagen (1953), que estudian a Mactra solidissim; Beedham
(1958a, 1958b) quien trabaja con el epitelio del manto y el
conponente no cal careo de |l a concha de Anodonta cygnea, Mytilus
edulis y Ostrea edulis; Tsujii (1960) publicéo un trabajo
referente al mecani sno de formaci 6n de | a concha y saco perlero
en diversas especies de bivalvos, incluyendo a Pinctada
martensii; Beedham (1965) realizo un estudio sobre reparacion de
| a concha en varias especies del género Anodont a; Ti mrer mans
(1969) analiz6é el manto de Lymmaea stagnalis, Pomacea bridgesi

diffusa y Anodonta cygnea; y Dix (1972a, 1972b) que trabaj 6 con

Pi nct ada nmaxi ma.

Entre los autores que realizan analisis histol 6gicos e
hi stoqui m cos en noluscos, que involucran al nmanto, destacan:
Conbs (1959) quien realiza un estudi o sobre al macenam ento de
| ipidos y glucdégeno en el manto de Crassostrea virginica;
Galtsoff (1964) con un libro que incluye la norfologia general vy
m croscopica de Crassostrea virginica, Garcia-Doninguez (1977) y

Deledn, et al; (1984) analizan el tejido conjuntivo de esta msna

especi e.

Con estos trabajos se ha obtenido infornmaci 6n valiosa sobre
| a estructura fina del oOrgano encargado de la fornmaci én de |a
concha, asi conp de su funcionamento y si es el caso, de su

utilidad en la perlicultura.

Por ultino, cabe nmencionar que el Unico trabajo conocido
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sobre la anatonmia microscopica de Pinctada mazatlanica, es el de
Sevilla (1969), donde se describe la anatonia general y el ciclo

gonadi co de |a especie.

JUSTI FI CACI ON

La perlicultura es una actividad altanente desarrollada en
di ferentes partes del nmundo cono Japdn, Republica de Corea,
China, La India, Polinesia Francesa, etc. Diversas especies de
ostras perleras son utilizadas para este fin: Pinctada fucata, P
maxima, P. margaritifera, Pteria penguin y Hyriopsis schlegeli
Las cuatro prinmeras especies son bivalvos marinos y la quinta es
una especie de agua dulce (Al agarswam , 1970; Al agarswam Yy

Qasim 1973; Shirai, 1981; Coeroli y M zuno, 1985).

Japén obtiene una producci6on anual aproximda de 35
tonel adas de perlas de Pinctada y 10 tonel adas de | a especie de
agua dulce (Shirai, 1981; Coeroli y Mzuno, 1985). Para |legar a
ésto, |os japoneses |levaron a cabo diversos estudi os acerca de

la biologia, ecologia, cultivo y fornacion de |as perlas

En Mexico, la explotacion perlifera de Pinctada nazatl anica

y Pteria sterna alin no ha sido desarrollada y segun Mnteforte

(1990): "Aan se esta nuy lejos de establecer una industria
perlicola competitiva..." "...es necesario conocer a fondo |a
bi oecol ogia de las especies..." "por miltiples razones, se puede

consi derar que en Mexico, el Golfo de California presenta un
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sustantivo potencial perlicola, que por su alto valor generaria,
de ser explotado racional mente, elevados ingresos y beneficios
consi derables para el desarrollo regional". En efecto, la
producci 6n perlera puede ofrecer grandes perspectivas para MXico
y el desarrollo de la perlicultura deberda estar basado en

est udi os previ os sobre biologia, ecologia, fisiologia y otras

i nvestigaciones cientificas.

Uno de los puntos criticos del proceso de cultivo de perlas
es la inplantaci 6n de nucleos e injertos de manto de la ostra
donadora a la ostra receptora que formaréa |a perla, debido a que
esta operaci 6n causa gran nortalidad en |l as ostras injertadas.
Por tal notivo, |a adecuada eleccidén del tejido-injerto es
i ndi spensabl e para aunmentar |a posibilidad de formaci 6n de perlas

en |l as ostras sobrevivientes.

Hasta |a actualidad, no se habia estudiado el manto de P
mazatlanica Yy Siendo el Organo que participa en la formaci 6n de
las perlas, es inportante conocer Ssus caracteristicas
mor f ol 6gi cas y quimcas. Este estudio esta dirigido a obtener el
conoci mento preciso de sus conponentes tisulares y natural eza
quimca, lo cual contribuird con informacién Gtil que permta
proponer el sitio del manto nas activo en la secreci6n de nacar y
por lo tanto el nmas adecuado para enplearse conp tejido injerto
durante la inplantacion de nucleos. Este trabajo es parte de |la
informaci én cientifica necesaria que permtira iniciar el cultivo

de perlas en Mxico.
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DONATIVS

OBJETI VO GENERAL

Caracterizar la estructura mcroscoépica de los sitios del
mant o encargados de la formaci 6n de |a concha y de |a secrecion
del nacar en la nadreperla Pinctada nazatl ani ca nedi ante netodos

hi t ol 6gi cos e hi stoquim cos.

METAS

A) Realizar una descripcién histol 6gica del nanto de Pinctada

mazat | ani ca.

C ldentificar la presencia de carbohidratos, proteinas, |ipidos

y acido ribonucleico en el manto de P. mmzatl ani ca.

B) Identificar |la presencia de calcio en |las diferentes zonas del

manto de P. mazatl ani ca.

D) Localizar los sitios de actividad enzinmatica de anhidrasa

carbonica y fosfatasa alcalina en el manto de P. nmazatl ani ca.

E) Identificar la forma mneral en que el carbonato de calcio se

presenta en la concha de esta especie.

F) Proponer el sitio del manto adecuado para ser utilizado cono

tejido injerto en perlicultura.
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MATERI AL Y METODO

El material bioldgico para el estudio histoldgico e

hi stoquim co de este trabajo consisti6o de un total de 16
ej enpl ares adultos de nmadreperla colectados en la Isla Espiritu
Santo, B.C.S., MeXxico, en noviermbre de 1990, febrero, junio,
agosto, octubre y dicienbre de 1991. Las nuestras se extrajeron

medi ante buceo autononb a una profundidad de 3 a 7 netros
(Fig.3).

1117 119°30’ 118° 118° 10@° 9@°
. b 1sia
24738 ' ESPIRITU
SANTO a59-

24>

23°38’

23°

Figura 3. Localizacion del sitio de muestreo
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En el |aboratorio, se fijaron conpletos 6 ejenplares con
talla pronmedio de 55.5 mm de altura por 54.8 mm de | ongitud
mentras que 10 ejenplares con talla promedio de 108 mm de altura
por 100.3 nm de longitud fueron disectados de la parte anterior

ventral, posterior y visceral del manto (Fig.4).

Los fijadores enpl eados fueron: fornol al 10% neutralizado
con fosfatos; nezcla de Zenker; nmezcla de Carnoy; alcohol

absoluto y acetona enfriada a o-4°c (Tabla 1).

A las nuestras fijadas en fornol, Zenker, Carnoy y al cohol
absoluto se les aplic6 el proceso convencional de deshidrataci én
e inclusién en parafina (Luna, 1968, Martoja y Martoja, 1970;
Lynch et al, 1972; Gray, 1976; Humason, 1979; Estrada-Flores et
al, 1982; Locquin y Langeron, 1985). Se hicieron cortes de 6 a 8
um para realizar las técnicas correspondientes. A los cortes
fijados en acetona se les aplico tanmbi én el proceso de inclusién
en parafina, pero con ciertas nodificaciones y consideraciones,
ya que se enplearon para detectar actividad enzimtica
(Davenport, 1960; Tsujii, 1960; Spannhof, 1966). Por otro | ado,
se utilizaron tanbi én cortes por congelacion de 30 a 50 um
fijados en fornol neutro al 10% Al msno tienpo, se procesaron
al gunos oOrganos conoci dos de manifero (ratoén) en condiciones
idénticas a P. mazatlanica con fines conparativos, para ser

utilizados conp testigos de las técnicas histoquimcas (Tabla 1).
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gura 4.

Val va derecha de Ppinctada nmzat! ani ca.

muestreo en el manto.

Zonas de

Con-concha; Bm-borde del manto; 2zv-zona Vvisceral del nmanto; By-

bi so;

ventral ;

Lc-limte de la capa nacarada; Mi-manto anterior;

Mp- manto posterior; Wmanto central.
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Se realizaron las siguientes técnicas:

TECNI CAS HI STOLOGE CAS PARA MORFOLOG A GENERAL

- Técni ca Hematoxilina Eosina (Luna, 1968; Martoja y Martoja,
1970; Lynch et al,1972; Estrada-Flores et a, 1972, Humason,
1979): Se enplearon cortes por parafinacion fijados en fornol
neutro al 10%, Zenker, Carnoy y cortes por congel aci én.

- Técnica de Van G eson, tricromca de Gallego y tricréomca de
Massén para tejido conjuntivo (fibras colagenas) (Luna, 1968;
Martoja y Martoja, 1970; Humason, 1979). Fueron enpl eados cortes
fijados en formol neutro al 10%, Zenker y Carnoy.

- Técnica de Gallego para fibras elasticas (Luna, 1968; Martoja
y Martoja, 1970; Humason, 1979): Los cortes fueron fijados en
formol neutro al 10%, Zenker y Carnoy.

- I npregnaci 6n Argéntica de Rio-Hortega selectiva para fibras
reticulares (Luna, 1968; Martoja y Martoja, 1970; Lynch et al,
1972; Estrada-Flores et al,1972; Humason, 1979): Se realiz6 en

cortes por congelacion y cortes en parafina fijados en fornol

neutro al 10%

TECNI CAS  HI STOQUI M CAS

TECNI CAS PARA LA | DENTI FI CACI ON DE CARBOHI DRATOS

Técni ca del Acido Peryddi co-Schiff (PAS) (Spannhof, 1966; Luna,
1968; Martoja y Martoja, 1970; Lynch et a,1972; Junqueira y
Carneiro, 1974; Humason, 1979). El &acido peryédico oxida los 1,2

glicol es (-cHOH-CHOH) en al dehi dos. La oxidaci 6n tamnbi én ocurre
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cuando un grupo hidroxilo (OH) es sustituido por un grupo amino 0
al ki am no. Los grupos al dehido son visibles con el Reactivo de
Schiff, produciendo una coloracion rosa a rosa-violeta en |as
estructuras de reaccion positiva. Las sustancias que reacci onan
con el &cido peryodico para formar grupos al dehidos son:

gl ucogeno, mucopol i sacari dos neutros, mucopr ot ei nas,

gl ucoproteinas, glucolipidos, |ipidos no saturados, fosfolipidos,

ciertas lipofucsinas, algunas células cebadas, algunas proteinas,

reticulina y mucinas epiteliales &cidas. Los mucopolisacaridos
acidos son negativos a la técnica de PAS. Los |ipidos se
disuelven en un alto porcentaje durante la fijacion,

deshi drataci 6n y desparafinaci 6n. Los grupos reactivos de |os
am nodaci dos i ndividual es estan |igados a una cadena peptidica y
en ese caso no se oxidan con el acido peryodico, por |o que esta
técnica se utiliza cominnmente para carbohidratos. Los fijadores
fueron Zenker, Carnoy y al cohol absol uto.

Conmo control se utilizo la acetilacion de Lillie (Lynch et a1,
1972): los cortes fueron tratados con piridina y anhidro acético
3:2 por 24 horas a tenperatura anbiente para bloquear |a
formaci 6n de grupos al dehido en |os carbohidratos.

Para determ nar |a presencia de glucdgeno, se trataron cortes
control con enzimas glucogenoliticas, en este caso amilasa
salival y alfa-aml|asa por tres horas a 37°c para posteriornmente
realizar la técnica de PAS al msnp tienpo que en |os cortes no
sometidos a la digestion. Por otro |ado, se enplearon cortes de

hi gado de ratén bajo |as msnas condici ones que |os cortes de

mant o.
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Técnica del Azul de Toluidina para _ucopolisacaridos acidos

Técnica del azul de toluidina para nucopolisacaridos acidos
(Técnica de Lyson) (Spannhof, 1966; Martoja y Martoja, 1970;
Lynch et al, 1972).

El azul de toluidina es un colorante que nodifica su espectro de
absorci 6n al reaccionar con determ nados grupos quimnm cos
presentes en elenentos citolo6gicos e histol 6gicos. La
met acromasi a ganmma se di stingue por su tono rojizo, es resistente
al alcohol, se halla ligada a grupos &cidos y por |o tanto puede
aparecer en mucopol i sacari dos &ci dos, acidos nucl ei cos, ciertos
lipidos y otros sustratos. La netacronmsi a beta se observa de
color violeta, es poco resistente al alcohol, se debe
principalmente a |a presencia de grupos CooH y Po, Yy se observa
en un mayor nuamero de sustancias, entre ellas |as mucoproteinas.

Cono fijadores, se utilizaron Carnoy, Zenker y formol neutro al
10%

Técnica del Azul Al ciano para nucopolisacaridos acidos (pH 2.3)
(Spannhof, 1966; Lynch et al, 1972).

La base de tincién del azul alciano es la formaci 6n de una sal
con |los grupos acidos de |os nucopolisacaridos acidos. Los
resul tados dependen principalmente del tienpo de tincion; si se
utiliza un tienpo relativanente corto (30 mnutos) en sol ucion
acida, se vuelve nmas especifico de |las mucinas del tejido
conjuntivo y de los epitelios. Cuando el tienpo se prolonga, se
tiien con mayor o0 nenor intensidad todos |os conponentes

histol 6gicos. Se utilizo fornol neutro al 10%, Zenker y Carnoy.
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Técnica del carmin de Best para glucdgeno. (Spannhof, 1966;
Martoja y Martoja, 1970).

Se trata de un nétodo enpirico y constituye una tincién sel ectiva
para glucdégeno. Cono fijadores se utilizaron Carnoy y al cohol
absoluto. Se enplearon cortes testigo digeridos con amilasa y

cortes de higado de ratdn

TECNI CAS PARA LA | DENTI FI CACI ON DE PROTEI NAS

Reacci 6n de Ninhidrina Schiff para grupos alfa amino. (Spannhof,
1966) .

Al tratar los alfa am noacidos con ninhidrina se produce una
desam naci 6n oxidativa, formandose un aldehido y |iberandose CO2
v NH5. El al dehido originado permanece ligado a la proteina de |la
cual procede el am noacido inplicado en la reacci 6n y se reconoce
con el reactivo de Schiff, con un color rosa 0 rosa-violeta. La
reacci 6n conprende, en el corte por parafina, todos |os grupos
alfa-am no de proteinas, sienpre que el correspondi ente grupo
COOH se encuentre libre, es decir, 1os grupos NH2 de am noaci dos
termnales. Los alfa ami noacidos libres no se presentan ya en el
corte por parafina por |lo que no dan reacci én. La reaccioén
ninhidrina - Schiff es apropiada para el reconocin ento general
de proteinas, ya que en éstas es frecuente la presencia de alfa
am noaci dos ternminales. Conp fijador se utilizé fornol neutro al
10%, Zenker y Carnoy. Los cortes control fueron tratados por
bl oqueo de | os grupos NH,, efectuando una desani naci 6n medi ante
nitrito soédico al 5% y acido acético al 10% Los nitritos
desami nan a | os am noaci dos en soluci6n acida. Conp 6rganos

testigo se utilizaron corazén y pul mdn de ratédn.
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Técnica del azul de toluidina alcalino para proteinas
aci das(Garci a- Donmi nguez, 1977).

Las proteinas acidas con azul de toluidina en nmedio alcalino
(pH=9) presentan netacronmasia que va del rojizo al violeta. Se

utilizo formol neutro al 10% y Zenker

Técni ca del Verde SOlido para proteinas basicas. (Spannhof, 1966;
Martoja y Martoja, 1970).

La tincion con verde sélido consiste en un colorante &ci do cuya
reacci 6n se realiza en valores nedios de pH (=8). A esos val ores
de pH solo las proteinas basicas reaccionan con col orantes
acidos, la tincion permte nostrar protaninas, histonas vy
globinas. Se utilizo fornol neutro al 10% vy Zenker. Los cortes
control se trataron con nitrito de sodio y acido clorhidrico para

bl oquear |a reaccion. Conp 6rganos testigo se utilizaron corazén

y pul mdn de raton.

Técnica de Chevrenont y Frédéric para grupos -SH (tioles).
(Martoja y Martoja, 1970).

Los radicales tiol (R-SH) y tioéter o disulfuro (RRS-S-R) que
entran especialnmente en la férnmula de la cisteina y |l a cistina,
estan anpliamente distribuidos. A constituir un sistema de
Oxi do-reducci 6n, los grupos -SHy S S se presentan con frecuenci a
y de manera conjunta en los tejidos. Raras son |las estructuras
que sélo contienen grupos disulfuro, comp |a queratina. El método
se basa en el poder reductor de |l os grupos -SH El ferricianuro
férrico es reducido a ferrocianuro férrico, formando un

preci pitado azul, conocido conb azul de prusia. La principal
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desventaja del método es su falta de especificidad. Numerosos
grupos reductores pueden reaccionar de nmanera positiva conb son
| os pi gment 0s melanicos, nonofenoles y polifenoles (tirosona,
tiroxina y adrenalina), pirrol e indol (triptofano y triptamna),
| i pidos no saturados y &cido Urico o uratos. Se utilizo6 fornol
neutro al 10%y Zenker. Para bloquear los tioles, los cortes

testigo fueron tratados nediante yodo en la forma de yodo-yoduro,

a pH=3.2.

TECNI CAS PARA LA | DENTI FI CACI ON DE LI PI DOS

Sudan II'l, Sudan Negro B y Rojo O eoso. (Spannhof, 1966; Martoja
y Martoja, 1970; Lynch et al, 1972).

Los sudanes Yy el rojo ol eoso son sustancias organi cas capaces de
colorear los constituyentes celulares que contienen |ipidos
di sol vi éndose en ellos. Se trata de un proceso fisico, no
guimico. LOS tejidos que contienen gotitas de lipidos Se sumergen
en sol uciones alcohdlicas saturadas de colorantes altamente
| i posol ubles y poco solubles en alcohol. Después de cierto
periodo de tienpo, el colorante difunde del alcohol a los Iipidos
de los tejidos, quedando éstos col oreados. La especificidad de
estos colorantes es satisfactoria, sin enbargo existen
I nconveni entes cono que el disolvente de |os col orantes puede
extraer total o parcialnente las particulas lipidicas finas y la
tincién de | 0s restos conservados puede ser a veces tan reducida,
que inposibilite una diagnosis. Los cortes se fijaron en fornol

neutro al 10% y fueron cortados con un microtomo de congel aci én.
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Técnica del Azul de Nlo para lipidos acidos y neutros.
(Spannhof, 1966; Martoja y Martoja, 1970).

Conmo en el caso de | o0s sudanes, |a coloracion con el Azul de Nilo
s6lo es aplicable a los lipidos que se encuentran en estado
liquido. Los lipidos neutros (glicéridos y colestéridos) se
colorean de rosa, los lipidos &cidos (serinocefalina, sulfatidos
y gangliosidos) se colorean de azul. lgual ocurre para
determ nados derivados de los |ipidos, tales cono |os
cronol i pidos (derivados 1lipidicos que dan |las reacciones
generales de los Ilipidos conb el pignento seroide vy
|'i pof ucsinas). Los cronolipidos son insolubles o casi insolubles
en | os solventes para grasas, por |o que se conservan en |os
cortes por parafina.

Especificidad: Nunmerosas estructuras baséfilas dan tanbi én una
reacci 6n azul, por lo cual es preciso aplicar otras técnicas para
| i pidos, por ejenplo las del Sudan Il1l, Sudan Negro, etc. a fin
de conparar |los resultados. Se utilizé formol neutro al 10%y

cortes con microtomo de congel aci on.

TECNI CAS PARA LA | DENTI FI CACI ON DE ACI DOS NUCLEI COS

Técnica de Verde de Metilo-Pironina (Brachet) para DNA y RNA
(Spannhof, 1966; Martoja y Martoja, 1970).

La tincion del verde de netilo-pironina no es una reaccion
hi stoqui m ca propiamente dicha, sino una tincio6n por afinidad
diferencial de |os elenentos acidos del tejido por col orantes
basi cos. Cuando se tifie sinulténeamente con anbos col orantes, el
verde de netilo se deposita preferentenente en | os proteidos que

conti enen DNA (coloraci6n verde) y la pironina | o hace en |os que
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poseen RNA (coloracion roja). Se utilizdé formol neutro al 10%vy

Zenker .

Técnica de CGothard para RNA. (Spannhof, 1966; Martoja y Martoja,
1970) .

El acido ribonucleico se denuestra en los tejidos gracias a su
acentuada afinidad por |os colorantes basicos (basofilia), |o que
hace que se tifia i ntensanente con el azul de netileno. Se utilizo
formol neutro al 10% y Zenker. Conb el RNA no es la dUnica
sustanci a baséfila en los tejidos, fué necesario preparar cortes
testigo a los cuales se les extrajo el RNA nediante una

hidrolisis clorhidrica.

TECNI CAS PARA LA | DENTI FI CACI ON DE CALCI O

Técni ca de Von Kossa (Dahl, 1952; McGee-Russel, 1957a, 1957b).

En los tejidos aninmales, el calcio puede estar presente de
diferentes formas: conp una sal soluble, en forma ionizada y de
una manera ennascarada. En estado disuelto |a deteccidn quinica
es dificil, en estado encubierto s6l o puede ser detectado por
m croi nci neraci 6n, sin enbargo, en estado iénico su denostraci 6n
puede darse por diversos nmetodos. El método de Von Kossa consiste
en sustituir las sales de calcio con |la sal de un netal pesado
(plata), este uUltinp puede sustituir al calcio, a condicion que
la sal formada sea nmenos soluble que la sal de calcio. La sal de
plata es reducida a plata netalica con luz 0 con un agente
quimco, coloreando de negro los sitios que originalnente

contenian calcio. Este nmétodo proporciona imagenes precisas
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especi al nente para los fosfatos, carbonatos y oxal atos de cal cio.
Se utilizaron cono fijadores, el fornol neutro al 10%, Zenker vy
Carnoy. Las preparaciones testigo fueron descal cificadas con
buffer de citratos a pH 4. Ademés, debido a la gran cantidad de
mel ani na, pignmento abundante en el epitelio del manto, I|os
preci pitados de plata quedan enmascarados, por |lo que |los cortes
fueron sonmetidos a un tratam ento de peréxido de hidrogeno al 10%
durante 48 horas para extraer el pignento (Spannhof, 1966, Lynch

1972). Conp o6rgano testigo se utilizd fémur de ratédn parcial nente

descal ci fi cado.

Técnica del rojo de alizarina S (Sulfonato de alizarina de sodio)
(Dahl, 1952; McGee-Russel, 1957a, 1957b).

El Rojo de Alizarina s es un colorante del grupo de I|as
antraqui nonas. Forma un precipitado rojo anaranjado con el
calcio. N nguna antraquinona es estrictanente especifica para
calcio, por lo tanto, los cortes testigo fueron descal cificados
con buffer de citratos a pH 4. Para la fijacion se utilizo fornol
neutro al 10%, Zenker y Carnoy. El érgano testigo fué el msno

que en la técnica anterior.

| DENTI FI CACI ON DE ANH DRASA CARBONI CA (Fand, et al; 1958;
Davenport, 1960; Pearse, 1980).

Técnica de Kurata (1953) nodificada por Tsujii (1960).
Esta enzi ma puede ser considerada conpo sintetasa si |a reaccion
va a |la derecha o conpb liasa si va a la izquierda. Cuando |la

m sma enzima puede funcionar para anbos |ados, es dificil
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determ narla, porque |las condiciones en |as cuales, ocurre |la
reacci 6n (tipo de sustrato, presencia de coenzi mas, presencia de
i nhi bi dores, pH, etc.) pueden dar conp resultado que la reaccion
tenga una sola direccion. Este método para determ nar anhidrasa
carboni ca puede ser usado conb ejenplo para una liasa. El netodo
esta basado en el ronpimento enzimatico del bicarbonato y en la
atracci 6n de | os iones carbonato por iones de un netal en el cual
el carbonato es insoluble. Kurata utilizo el cloruro de nanganeso
comp fuente de ion netalico.
La anhidrasa carbénica cataliza |a reaccion: COQ2 + H,0 = H,CO4;
donde el H,co, se disocia en Hco;y HY.
La acumul aci 6n de bicarbonato desplaza el equilibrio:

2HCO5, + M1 - Mnco, + H,0 + CO,
El carbonato de manganeso formado se precipita y se reconoce por
| a reacci 6n con peryodato de potasio, compuesto con el que forma
un precipitado insoluble de color café, visible al mcroscopio.
La fijacion se realizo con acetona fria (o-4°c). Los cortes
fueron incluidos en parafina. Los cortes control se trataron en

sol uci 6n i ncubadora sin carbonato.

| DENTI FI CACl ON DE FOSFATASA ALCALI NA (Davenport, 1960; Spannhof,
1966; Lynch et al; 1972; Pearse, 1980).

Técnica CGonori-Takamatsu (meétodo del dicerofosfato).

La fosfatasa existente en el tejido separa el glicerofosfato en
glicerina y acido fosférico. Este altinmo, fornma con | os iones
calcio presentes en la solucion incubadora, fosfato calci -~

insoluble. EI fosfato céalcico precipita en el -~ -ar de
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actividad enzimatica y pasa luego a fosfato de cobalto. Este
ultino se precipita a sulfuro de cobalto por un tratamento
posterior con sulfuro andnico, haciéndose asi visible. La
fijacidén se realizdé con acetona fria (o-4°c). Los cortes se
obt uvi eron por inclusién en parafina. Los cortes control se

trataron con la solucion incubadora sin glicerofosfato.

DETERM NACI ON DE LA FORVA M NERALOG CA EN QUE SE PRESENTA EL
CARBONATO DE CALCI O EN LA CONCHA (W I lians, et al; 1979).

Para conocer la forma mneral 6gica en que el carbonato de
calcio se presenta en |la concha de P. mazatlanica se realizd un
corte transversal de la concha, de manera que se puedan observar
|l as tres capas que |a conmponen. El corte fué adherido a un
portaobjetos y se hizo una |am na delgada para observar e
identificar los cristales al mcroscopio de polarizaci 6n. Cono
los cristales son extremadanente pequefios se aplicd |a prueba de
Meigen, en la cual, |a aragonita puede distinguirse de la calcita
por el color violeta que adquiere cuando hierve durante 20

m nutos en una solucién de nitrato de cobalto .
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Tabl a 1.

Restinmen de técnicas utlizadas.

TECNI CA  FI JADOR CORTE RESULTADO CONTROL y/o TESTI GO
Hemato~- [Fornol
xilina |Zenker |Parafina |Nucleos azul es
Eosi na Car noy citopl asmas rosas
Van Formol |Parafina |[Nicleos azul es
G eson Zenker citoplasna vy
Car noy fibras muscul ares
amarillas
fibras col agenas
roj as
Tricro- |Formol |Parafina |Nicl eos rojos
m ca de |Zenker fibras nmuscul ares
Gal I ego |Carnoy verdes y fibras
col agenas azul es
Tricr6- |Fornol |Parafina [Nicleos grises
m ca de fibras nuscul ares
Masson rojas y fibras
col agenas azul es
Gal l ego |Formol |Parafina |[Fibras elasticas Corazoén de
par a Zenker rojas ratén
fibras Car noy
el asti -
cas
Impreg- |[Formol |Parafina |Fibras reticulares
naci on Congel a- |negras, fibras
argénti- ci on col 6genas roj as
ca
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TECNI CA FI JADOR CORTE

RESULTADO

CONTROL Y7o TESTI GO

Aci do rormol [Parafina |Sustancias PAS Cortes tratados
Pery6- tenker positivas magenta con amilasa por
dico >arnoy tres horas para
Schi ff Al cohol dlgerlr el
\bsolu- gbucogeno
30 rtes tratados
por acetilaci 6n
?ara bl oquear
a formaci on de
al dehi dos en
car bohi dr at os.
Hi gado de raton
Azul formol |Parafina |Metacromasia gamm
de Jenker color rojo en
Tolui=- | larnoy nucopol i sacari dos
di na aci dos
Azul rormol | Parafina |Micopolisacaridos
al ci ano | benker aci dos en azul
larnoy
Carnmin carnoy | Parafina |d ucogeno rojo Cortes tratados
de Best | al cohol con amilasa por
ibsolu- tres horas para
co digerir el
gl ucdgeno.
Hi gado de raton
Ninhi- |Fornol |[Parafina |Proteinas color Cortes tratados
drina Xenker magent a con nitrito
Schi f f Car noy sodi co y acido
acético para
bl oquear | o0s
gbupos NH, .
razén y“pul -
mon de raton
Azul de Fornol | Parafina |Metacromasia en
Toluidi-| Zenker proteinas 4&cidas
na (color rojo)
alcalinc
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TECNI CA FI JADOR CORTE

RESULTADO

CONTROL

y/o TESTI GO

Ver de Tornol |’arafina [Proteinas basicas Cortes tratados
solido |tenker color verde con nitrito
sodi co y acido
clorhidrico
?ara bl oquear
a tincién de
roteinas
asi cas.
Chevre- |Fornol |Parafina |srupos -SH en Cortes tratados
nont vy Zenker wzul de Prusia con yodo-yoduro
Frédé- a pH de 3.2
ric ?ara bl oquear
os tioles.
Sudan Fornmol |-ongela- | .ipidos roj 0S
11 zién
Sudan Fornol | Congel a- | Lipidos negros
negro B clon
Roj o Formol | Congel a- | Lipidos rojos
A eoso ci on
Azul de |Fornmol | Congela- | Lipidos neutros
Ni | o cion rosas y |ipidos
dicidos azul es
Verde de | Fornmol | Parafina | DNA verde y
metilo | Zenker RNA rojo
Pi roni na
Gothard |Fornol |Parafina | RNA azul Cortes tratados
Zenker por hidrolisis
clorhidrica
para extraer
el RNA
\on Fornol | Parafina | Precipitados Cortes
Kossa Zenker negros en | os descal ci fi cados
Car noy sitios donde con buffer de

hay cal cio

citratos a
pH de 4.
Hueso de raton.
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TECNI CA FI JADOR CORTE RESULTADO CONTROL Y/o TESTI GO
Roj o Formol |Parafina |Los sitios Cortes
de Zenker donde hay descal ci fi cados
Aliza- |Carnoy calcio se con buffer de
rina tifien de rojo citratos a

pH de 4.

Hueso de rat én.
Kurata |Aceto- |Parafina |Precipitados
(Anhi- |na cafés en sSitios
drasa fria enzi noact i vos
car bé-
ni ca)
Gonor i Aceto- [Parafina [Precipitados Cortes incuba-
Takamat-|na caf é obscuros dos sin
su fria en sitios substrato.
(Fosfa- enzi noact i vos
tasa
alcali-
na)
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RESUL TADOS
ANATOM A GENERAL DE pinctada nmazat! ani ca

Al quitar la concha, se puede observar |a nmasa visceral
cubierta por el manto, ademas de |os miscul os aductor vy
retractor. Al quitar el manto se observan, adenas de |os
miscul os, las branquias, |os palpos |abiales, Ia boca, |ocalizada
en la regi 6n anterodorsal, el estémago, en la regi on dorsal, el
intestino, el recto y el surco anal en la regién posterior
Rodeando el aparato digestivo se encuentra el hepatopancreas. E
corazén y el higado se localizan en | a region posterodorsal. E
pi € se observa en |la regi 6n anterodorsal al igual que el biso. En
la periferia de la masa visceral se encuentra el tejido
conjuntivo a partir del cual se diferencia el tejido gonadico
cuando |lega la época de reproduccion. La anatomia de P.

mazat | ani ca se esquenatiza en la figura 5.
MANTO
DESCRI PCI ON MACROSCOPI CA

El manto de P. nmzatlanica es un d6rgano blanco amarillento,

que envuelve el cuerpo del animal, cuyo borde libre presenta un

col or café obscuro a negro debido a | a concentraci 6n de cél ul as
pi gnentadas por nelanina. El manto se encuentra fusi onado en el
mar gen dorsal, sin enbargo, en el margen ventral, |os bordes
estan libres, siguiendo |a curvatura de |a concha. Cuando el
animal se abre, el nmanto se extiende 'sobrepasando el borde de la

concha, cuando se cierra, el nmanto se retrae, |ocalizandose entre
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el limte de |a capa nacarada y el borde de la concha. A sinple
vista, se pueden observar |o0s vasos sanguineos, la arteria
paleal, el nervio paleal y el borde del manto con sus tres

| 6bul os (interno, medio y externo) (Fig. 6).

DESCRI PCI ON HI STOLOGE CA

En el manto de P. mazatlanica se observa la norfol ogia
tipica de un bivalvo, presentando una diferenciacion regional que

consiste en tres zonas: MARG NAL, PALEAL Y CENTRAL (Fig. 7)

Morfol ogia general de la zona marginal: Esta zona se encuentra
revestida de epitelio cilindrico sinmple. En el tejido conjuntivo
se observan fibras nuscul ares |ongitudinales, radiales, oblicuas
y transversales. Las fibras colagenas fueron visibles nediante
las técnicas Tricromca de Gallego y Tricrém ca de Masson (col or
azul) (rLamina.2a), con la técnica de Van Geson (color rojo) y
con la Inpregnaci é6n Argéntica (color violeta rojizo). Las fibras
reticulares no fueron evidentes con |la técnica de |npregnacién
Argéntica y las fibras eléasticas no se evidenciaron con la
técnica de Gallego. En el tejido epitelial y subepitelial externo
se observan células secretoras grandes, |igeramente basofilas, de
aspecto gl obular de 24.6+7.3 por 14.2t1.2 um, con |o0s nuacl eos
excentricos altanente basofilos, que seran caracterizadas en este
trabajo conmo células "Biv (Lamina.lA). Tanbi én se observan
gl &ndul as unicelulares de 17.2113.9 por 11.4%2.4 um, con granul os
mar cados, altanmente acidéfilas (células "ai*)y (Lamina.lB). Estos
dos tipos celulares se encuentran en el tejido subepitelial

observandose coneccién con el epitelio. Ademas, en el tejido
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conjuntivo se observan células basofilas de 6 a 10 pm que no
presentan aspecto globular y no estan en contacto con el epitelio
(células "B2") (Tabla 3). Tanbiéen hay |eucocitos granul ares
(granul ocitos), |eucocitos agranul ares, fibroblastos, tejido
nervi oso y vasos sanguineos. No se observan las células de Leydig

ni células cafés.

Loébul o interno: El epitelio que o reviste es cilindrico
sinple, de Il a 17um de altura con ndacl eos basales. El citoplasm
de las ceéelulas epiteliales contiene granulos café obscuro
(Lamna.1C). Se observa gran cantidad de fibras nuscul ares. Las
células "Bl" se observan en el tejido subepitelial,

principal nente en el externo.

Lobul o nedio: El epitelio externo es cilindrico ciliado,
de 9 a 11um de altura (los cilios mden de 4 a 7um), y el
epitelio interno es cilindrico sinple de 13 a 17um; en e
citoplasma de las células del epitelio interno se observan
granul os de nelanina. En el tejido subepitelial externo, cerca
del surco periostracal se observa una densa red de fibras
argentafines y dado que este |obulo se caracteriza por su funcion
sensorial, es probable que sean fibras nerviosas. En este |ugar
| a cantidad de células "ai" se ve increnentada. Se observan
nunmerosas celulas "Biv y celulas »B2", principalnente en el
extrenp distal del |oObulo. Las células epiteliales de la parte
interna del |6bulo mden 16 a 3o0um, formando la |l amada "gl andul a
periostracal", donde se observa una secreci 6on acidofila, que

corresponde a la natriz organica que forma |la concha (Lamna.lD).
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Lobul o externo: El epitelio interno, donde esta el surco
periostracal, es cilindrico sinple con células altas (25 a 30 um)
conteniendo en el citoplasma gréanul os baséfilos y nucl eos
basal es, luego dism nuyen de tanmafio confornme se acercan al
extremo distal del |6bulo (Il a 16 um) y vuelven a aunentar su
tamafio (18 a 27 um) para formar el epitelio externo que es
tanbién cilindro sinple. En el epitelio y subepitelio interno se
observan nunerosas células "ai" particularnmente en el surco

periostracal; estas células son nmenos nunerosas del |ado externo.

Zona paleal: El epitelio externo es cilindrico sinple de Il a 23
um y el epitelio interno es cilindrico ciliado de Il a 21 um con
pi gnento obscuro en el citoplasm (Lamina.1c). LOS cilios m den
de 7 all um. El epitelio y subepitelio externo presenta un nayor
nanero de células "a1"y células "Bi"* que el interno. Cerca de la
zona margi nal se observa el nervio paleal seguido de |la arteria

pal eal (rLamina.2B) (Tabla 3).

Zona central: El epitelio que rodea al tejido conjuntivo es
cilindrico sinple de 9 a Il um en la parte externa y cubico
sinple de 6 a 7 um en la parte interna. En el subepitelio externo
se observan células "ai"y »Bi", las cual es disninuyen en canti-
dad conforne Ilegan al istnmo del manto. En esta zona se observan
ademéds unas células acidoéfilas, en su mayoria grandes de

38.9%12.7 por 21.5+7.4 um con granul os marcados (células "a2w)

(LAmina.3F) (Tabla 3).
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Istno del manto: Se refiere a |a zona del manto fusionada, |ocal-
izada en la region dorsal. El epitelio es cilindrico sinple con
celulas altas (25 a 50 um) y no se observan ceél ulas secretoras
asoci adas de ningun tipo. El epitelio descansa sobre tejido
conjuntivo con gran cantidad de |eucocitos y fibras colagenas

(Lam na. |l E).

Cl TOQU M CA DEL MANTO

Los carbohidratos del manto se identificaron nediante una
reacci on PAS positiva en: epitelios, nmenbranas basal es, células
"aA2" y con mayor intensidad en las ceélulas "B1" de |la zona
marginal y central. Las celulas de la zona paleal fueron
negativas a la reaccion. La mayor cantidad de células "Bi" PAS
positivas se encontraron en el |o6bulo nedio, mentras que en el
| 6bul 0 externo solo se observaron en el extrendb distal (Lamina.2C
y 2D) (Tabla 4). En los sitios donde hay glucdgeno se observaron
granul os rojos positivos a la técnica de PASy a |la del carnin de
Best. La reaccion resulto positiva en |la base de |os epitelios de
la zona paleal, en algunos |leucocitos del tejido conjuntivo y en

| as ceélulas "a2" (Lamina.3F) (Tabla 4).

Los cortes tratados con saliva y alfa amilasa durante tres
horas y tefiidos con |la técnica de PAS no presentaron ningun
canbio en las células "Bi». Sin enbargo, |as menbranas basales y

| as células "A2" no reaccionaron a esta teécnica después de |la
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digestién. Asimsnmo, |los cortes sonetidos a digestion con amilasa
fueron negativos a la técnica del carnmin de Best. En | os cortes
tratados por acetilacion |a reaccion PAS fué negativa. En el
higado de ratodn, el glucdgeno se observdo en | os hepatocitos con
anbas técnicas, estos cortes fueron negativos después de ser

tratados con amilasa.

Las células "Bi" de las tres zonas del nmanto tuvieron una
reacci on positiva a l|la técnica del azul alciano para
mucopol i sacari dos acidos (Tabla 4). La reaccion tanbi én fué
positiva en la conquiolina del periostraco, pero con nenor
i ntensi dad (Lamina.2E, 2F, 2G y 21). Las células "az2" de la zona

central no presentaron nucopolisacaridos acidos.

Los epitelios que contienen nelanina fueron netacrométi cos
hacia el verde con la técnica del azul de toluidina; |os denas
epitelios presentaron netacromasia beta. La nmetacromasia ganma se
observdé en las células wB2" del |o6bulo nedio (Lamina.3c). La

conqui ol i na del periostraco presentd una .netacromasia ganma poco

i ntensa (Lamina.3D).

Las proteinas del manto, asi conp |as del corazén y pul ndn
de raton, se observaron nediante la técnica de N nhidrina-Schiff
para grupos alfa-amno. La reaccién fué positiva en todos |os
organos de | a nadreperla con nmayor o nenor intensidad, ya que
todas |las células contienen proteinas. Sin enbargo, |as células
"Al" presentaron una reaccion positiva intensa, (Lamina.3G). Para
identificar proteinas acidas se utilizdé la técnica del azul de

toluidina alcalino. La reaccion fué positiva en el epitelio
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externo del |débulo medio, los epitelios del |6bulo externo, zona
pal eal y zona central incluyendo el istno. Tanbién las fibras del
tejido conjuntivo presentaron nmetacromasia mentras que el tejido
muscul ar fué ortocromatico. Las células "B1" de |a zona margi nal
y paleal presentaron una netacromasia deébil (Lamina.3A). En |la
zona central, el lado externo presentd células "B1" con una
metacromasia intensa (Lamina.3B). Las proteinas basicas se
observaron en las células "ai1", algunos |eucocitos y nuscul o,

medi ante la técnica del verde s6lido (Tabla 4).

La reacci 6n positiva para grupos -sH se observd, nediante la
técnica de Chevrenont y Frederic, en los epitelios del |d6bulo
interno, epitelio interno del |6bulo medio, extrenp distal del
epitelio externo del | 6bulo medio y epitelio interno del |débulo
externo. En la zona paleal, la reaccion fué positiva en anbos

epitelios, principalmente el epitelio interno, y en los granul os

de al gunos granul ocitos.

La reacci én positiva para |ipidos fué observada nediante |as
t écnicas del sudan Ill, sudan negro B, rojo oleoso y azul de
Nilo. Los |ipidos fueron observados en los epitelios y en |os
nervi os. Las células "B1" presentan una reacci 6n positiva poco
intensa al sudan negro By al azul de Nilo. (L&minas.4n, 4B, 4C y

4D) (Tabla 4). No se observaron grasas neutras.

El RNA se evidencié con la técnica del verde de netilo
pironina y con la técnica de CGothard. Estas técnicas fueron
positivas en los epitelios, en particular, en el epitelio externo

del |o6bulo nedio, en el epitelio del |d6bulo externo, en el
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epitelio externo de la zona paleal, en el istno del manto y en

las células "ai" (Laminas.3H y 31) (Tabla 4).

El calcio, con la técnica de Von Kossa, fué evidente en
al gunas células "Bi1i" (Lamina.2H), en algunos |eucocitos del
tejido conjuntivo cercano al hepatopancreas (Lamina.3E) y en | 0s
epitelios, particularmente el epitelio interno. Con la técnica
del rojo de alizarina se present0 una reaccion positiva en todos
los tejidos en mayor o nenor intensidad, |as preparaciones
testigo descal cificadas no reaccionaron a |la técnica. El hueso de
raton fué positivo a las dos técnicas. Los resultados de |as

técnicas para calcio se resumen en la tabla 2 y tabla 4.

La reacci 6n positiva para anhidrasa carbonica se presentd en
el epitelio externo de |la zona paleal (Lamina.4E), mentras que
la fosfatasa alcalina fué evidente en el epitelio interno de la
zona paleal, epitelio interno y externo del |o6bulo interno,
epitelio interno y externo del |d6bulo nedio, epitelio externo de
la zona paleal, y con menor intensidad enel epitelio externo de

| 6bul 0 externo (Lamina.4F y 4G (Tabla 4).

Con la prueba de Meigen se observdé que |a concha de P.

mazat |l anica esta conmpuesta |ntegramente de aragonita.
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TABLA 2. | DENTI FI CACI ON DE CALCIO POR LA TECNI CA DE VON KCSSA Y
POR LA TECNI CA DEL RQJO DE ALI ZARI NA
ausent e
+ raro
++ regqgul ar
+++ abundant e

VON KOSSA ROJO DE ALIZARINA &
Epitelio de Q%
la superficie ‘iv;{.}: R {
interna del manto ORI
zona narg ina | ttt ttt o
zona paleal ++ +
zona central +
Epitelio de
la superficie
externa del manto
zona margina | H +
zona paleal + +
zona centra 1 +
|smo del manto ttt ttt
Tejido del manto ttt t
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TABLA 3. DI STRIBUCION DE CELULAS EN EL MANTO DE P. mazatlanica

Al -d andul as unicelul ares acidoéfil as
AZ-Célul as acidofilas de |la zona central
Bl - Cél ul as secretoras gl obul ares
B2-Células basofilas de |la zona marginal

ausent e
+ raro
++ regul ar
+++ abundant e

CELULAS
Al A2| B B2
ZONA MARGINAL |
Lobulo interno
interno - + -
externo - . -
Lobu lo med io
interno - + +
externo (g p .« ++ - +H +
Lobu la externo |
interno (S.P . )« t+e N
externo ++
ZONA PALEAL
interno - H
externo ++ +
ZONA CENTRAL
interno N -
externo +t + "
ISTMO DEL MANTO - - -

* Surco Perios acal
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TABLA 4. REACCI ONES HI STOQUI M CAS EN LAS CELULAS Y EPI TELI OS DEL
MANTO DE PpP.mazatlanica

reacci 6n negativa
+ reaccion positiva débil
++ reacci 6n positiva noderada
+++ reacci 6n positiva intensa

TECNICAS LAS EPITELI0S

Al AZ | Bl |B2 IN'I{ EXY |ISTHO
ACIDO PERYODICO-SCHIFF (PAS)|- + +43 ~ 44+ 42 4

PAS +ANILASA - |- | -

PAS +ACETILACION - T -

AZUL DE TOLUIDINA - - |t

AZUL ALCIANO - |- |ttt] -
CARMIN DE BEST t- -
CARMIN DE BEST + aMILASA -| - - - - B}
NINH DR INA-SCHIFF s |t - - + t
NINHIDRINA-SCHIFF + NITRITOS i
AZUL DE  TOLUIDINA ALCALINO|- -| +| |- +
VERDE SOL 1DO | -
VERDE SOLIDO + NITRITOS - | - - 4 - -
CHEVREMONT - i !
CHEVREMONT + YODO-YODURO | - |- | - |- -
GOTHARD tt+-1- + "
GOTHARD + HIDROLISIS - - 4 {4 - -
VERDE DE HETILO PIRONING ty - 4 - +
ROJO SUDAN 11 T +
SUéN NEGRO B - N - +
RO J0 OLEOSO - +
t
t

~ ~— —
~+
-+

T T I RS

|
~+
[
-+
=+

]

+ 1 + 1

AZUL DE NILO - -ll +
VON KOSSA S R
VONK0SSA+ CITRATOS - |- - L - - -
ALIZARING S e tt| t +
ALIZARMNA S + CITRATOS - 4
AN{ IDRASA CARBONICA (URam) |- |- 4 - || -| + | -

FOSFATASA  ALCALINA  (GOMORD) | - - -|[- &
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Antorlor Posterior
Region Ventral
Figura 5. Anatonia general de Pinctada mazatlanica.
Es- est 6mago; cCo-corazdmn; lii-higado; In-intestino; Bo-boca;, pa-

pal po labial; Pi-pié; %¥-biso; He- hepat op6ncreas; As-asa
i ntestinal; M-misculo aductor; M-misculo retractor; Br=-
branquia; Re-reato; Li-limte de |la capa nacarada; Con-concha;
Man- mant o; 8a=surco anal; Go-goOnada; Ch-charnel a.
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Figura 6. Representacién esquendtioa de |a seccién | ongitudinal
del manto de pinctada mazatlanica.

Le-1 6bul 0o externo; rm-1ébulo medi o; Li-I0bulo interno; r{}J nervio
pal eal; ap-arteria paleal; nr-misculos radiales; Va-vasos
sangui neos; Zmzona margi nal; Zp-zona pal eal; Zc-zona central.
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Figura 7. Secci 6n transversal del borde del manto de Pinctada
mazatlanica (Hematoxilina-Eosina, 35x).

Zmzona marginal; Zp-zona pal eal; Zc-zona central; Li-Ilobulo
Interno, Lmlodbulo medio; Le-l16bulo externo; M -niscul os
| ongi tudinal es; M -miscul os radiales; M_-miscul os transyer sal es.
Mo- miscul os oblicuos; Ep-epitelio; Fc-fibras colagenas; Fr-TIDbrFas
nervi osas, Np-nervio paleal; Ap-Arteria paleal; Va-vasos
sangul neos; Con-conchiolina; Sp-surco periostracal; Gp-glandul a
periostracal .



Lanina.| A Lébulo nedio del manto de P. mazatlanica. B1)
células secretoras, B2) celulas basofilas.
Hemat oxi | i na Eosi na. (400x). Inclusién en parafina.

Lam na. | B LObul o externo del nmanto de P.mazatl ani ca.

Al) gl andulas unicelulares, B1) células secretoras, E)

epitelio interno. Hematoxilina Eosina. (400x). Inclusion
en parafina.

Lam na.| C Zona pal eal del manto de P. nmzatl ani ca. Ep)
Epitelio interno, Ei) epitelio externo del |6bulo
interno del manto. Hematoxilina Eosina. (400x) .
I ncl usi 6n en parafina.

Lamina.lD Surco Periostracal de P.nazatlanica. B1)
célul as secretoras, Al) glandulas unicelulares, O
conchiolina, Ee) epitelio interno del |d&bulo externo,
Em) epitelio externo del |o6bulo nmedio. Hematoxilina
Eosi na. (400x). Inclusidn en parafina.

Lamina. |E Epitelio del Istno del Manto de P.mazatlanica
(EI). Hematoxilina Eosina. (400x). Inclusio6n en parafina.
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LAMINA 1




Lamina.2A Loébulo externo del manto de P. nmazatlanica.
Fc) Fibras colagenas (azul), Al) glandulas unicelulares

(rojo). Tecnica Tricrom ca de Masson. (400x). Inclusiodn
en parafina.

Lamina.2B Zona Paleal del manto de P. nmzatlanica. Ne)

nervio paleal, Ap) arteria paleal. |mpregnacidn
Argéntica. (400x). Corte por congel aci on.

Lamina.2C Surco Periostracal del manto de P.
mazatlanica. B1l) células secretoras, Em epitelio
externo del [|6bulo nedio, Ee) epitelio interno del

| 6bul o externo, C) conchiolina. Técnica del Acido
Peryddi co- Schi ff (PAS). (100x). Inclusién en parafina.

Lamina.2D LoObulo nedio del manto de P. nmzatlanica. B1)
células secretoras. Teécnica del Acido Peryddico-Schiff
(PAS). (400x). Inclusion en parafina.

Lamina.2E Surco Periostracal del manto de P.
mazat | ani ca. Bl) células secretoras, C) conchiolina, Le)

| 6bul 0 externo, Lm I|6bulo nedio. Azul Alciana (100x).
I nclusi 6n en parafina.

Lamina.2F Surco periostracal del manto de P.
mazat | ani ca. B1l) células secretoras. C) conchiolina, Lnm
| 6bul o nedio, Le) IoObulo externo . Azul Alciano (400x).
I nclusi 6n en parafina.

Lamina.2G Epitelio externo de la zona paleal del manto

de P. mazatlanica. B1l) células secretoras. Azul Alciano
(400x). Inclusio6n en Parafina.

Lamina.2H Epitelio externo de la zona paleal del nmanto
de P. nmmzatlanica. B1l) células secretoras. Técnica de
Von Kossa. (400x). Inclusion en parafina.

Lam na. 21 Zona central del manto de P. mazatl anica. B1)

células secretoras, Ee) epitelio externo, Ei) epitelio
interno. Azul Alciano. (100x). Inclusion en Parafina.
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Lamina.3A LoObul o nedio del manto de P. nmzatlanica. B1)
células secretoras. Azul de Toluidina alcalino (pH=9).
(400x). Inclusion en parafina.

Lamina.3B Zona central del manto de P. mazatl anica. B1)
célul as secretoras, Ee) epitelio externo. Azul de
Toluidina alcalino (pH=9). (400x). Inclusion en
parafi na.

Lamina.3c LObul o nedio del manto de p.mazatl anica. B%?
células basofilas. Ee) epitelio externo. Azul e
Tol ui di na a pH=4. (400x). I ncl usi 6n en parafi na.

Lamina.3Dp Surco Periostracal del manto de P
mazatlanica. Lm |06bulo nedio, Le) |o6bulo externo, O

conchiolina. Azul de Toluidina a pH=4. (100x). I nclusion
en parafina.

Lamina.3E Tejido conjuntivo de P. nmazatlanica. Am
anebocitos con calcio. G ganmetos masculinos. Técnica de
Von Kossa. (1000x). Inclusion en parafina.

Lamina.3F Zona central del manto de P. nazatlanica, A2)
células acidofilas con granulos de glucogeno. Técnica
del Carmin de Best. (1000x). Inclusion en parafina.

Lamina.3G Surco Periostracal en p.mazatlanica. Al)
gl andul as unicelulares. Ee) epitelio interno del |d8bulo
externo, Em epitelio externo del |o6bulo nedio, O
conchiolina. Tecnica de N nhidrina-Schiff. (400x).
I nclusi 6n en parafina.

Lamina.3H Surco Periostracal del nmanto de P
mazatlanica. Al) glandulas unicelulares, |Le) [|o0bulo

externo, C) conchiolina. Técnica de Gothard. (100x) .
I nclusi én en parafina.

Lam na. 31 Surco Periostracal del nmanto de P
mazatlanica. Al) gl éandulas unicelulares, En) epitelio
externo del |d6bulo nedio, Ee) epitelio interno del
| 6bul 0 externo. Técnica del Verde de Metilo Pironina.
(400x). Inclusion en parafina.

5 BB TECA
. o

DOMNATIVO



Lamina.4A Zona marginal y paleal del manto de P.
mazatlanica. Ne) nervio paleal, Ap) arteria paleal, Li)
| 6bulo interno, Lm [6bulo nedio, Le) |06bulo externo.
Negro Sudan B. (100x). Corte por congel aci on.

Ldmina.4B Surco Periostracal del nmanto de P.
mazatl anica. Lm |d6bulo nedio, Le) |6bulo externo, Al)

gl andul as wunicelulares. Rojo QOeoso. (100x). Corte por
congel aci on.

Lamina.4C Zona paleal del manto de P. mazatl anica. Ne)

nervio paleal, Ap) arteria paleal. Rojo O eoso. (100x).
Corte por congel aci on.

Lamina.4D Zona paleal del nmanto de P. mazatl anica. Ne)
nervio paleal, Al) gléandulas unicelulares. Azul de N lo.
(400x). Corte por congel aci on.

Lamina.4E Epitelio externo (Ep) de la Zona paleal del
manto de P. nazatlanica. Técnica de Kurata para
Anhi drasa Carbonica. (400x). Inclusion en parafina.

Lamina.4F Zona marginal y paleal del manto de P.
mazatlanica. Li) Ilo6bulo interno, Lm) |06bulo nedio, Le)
| 6bul o externo. Técnica de Gonori-Takamatsu para
Fosfatasa Alcalina. (63x). Inclusion en parafina.

Lamina.4G Zona paleal del nmanto de P. nmzatl anica. Ee)

epitelio externo. Técnica de Gonori-Takamatsu para
Fosfatasa Alcalina. (400x). Inclusion en parafina,
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LAMINA 4
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El manto de P. mmzatlanica, al igual que el de P. maxima
(Dix, 1972a) y P. martensii (Tsujii, 1960), presenta |la anatonia
tipica de un bivalvo, con tres |obulos en |la zona marginal. Las
fibras coldgenas se observan distribuidas por todo el manto,
claranmente en l|la zona subepitelial. No se obtuvo evidencia de
fibras eléasticas, coincidiendo con |o observado en Crassostrea
virginica por GGarcia-Domnguez (1977) y Deledn et al., (1984),
aunque Galtsoff (1964) nenciona la presencia de estas fibras en
el tejido conjuntivo del manto de esta msm especie. En el
| 6bul 0 nmedi o de P. mazatl anica se observa una densa red de fibras
argentafines que no presentan una estructura a manera de estroma
observada por Garcia-Dominguez (1977) y Deledén et al., (1984) en
las fibras reticulares de C wvirginica. Seria conveniente saber

con certeza de que tipo de fibras se trata observando con

m croscopio electrénico. Se observan ademas, | eucocitos
granul ares, |eucocitos agranulares, fibroblastos, vasos
sanguineos, la arteria paleal, fibras nerviosas y el nervio

paleal. No se observaron células cafés ni células de Leydig. Las
células epiteliales difieren, dependiendo de su funciédn,
princi palnente en su altura, pignentacion, ciliacién y tipo y
di stribucidén de las células secretoras asociadas. Los epitelios
son altos y se observa pignmentacién de color café obscuro,
debido a la presencia de nelanina. Las células epiteliales del
| 6bul 0 externo presentaron gréanul os basofilos en el citoplasma y

nucl eos basal es.

56



Las células (B1) observadas en P. mazat! ani ca,
principalmente las del |obulo nedio y las del epitelio que
secreta el nacar (zona paleal y central), fueron positivas a |la
técni ca del azul alciano para nucopolisacaridos acidos sul fatados
y presentaron granulos de calcio en su interior. Estos resultados
son conparables con los de Tinmermans (1969), quien encontro
calcio en las células del tejido conjuntivo y sugiere que existe
un al macenam ento de calcio que no es directanente utilizado para
la formaci 6n de |la concha. Por su parte, Tsujii (1960) reporta
gue en las glandulas nucosas existe calcio en abundanci a,
mentras que Dix (1972b) encontro calcio en las células
secretoras del manto central de P. maxinma. Probabl enente, e
calcio encontrado en las células de P. mazatlanica pueda ser
debido a dos factores: 1) al macenam ento de calcio, y/o 2) el
calcio es secretado al msno tienpo que |as nucosubstanci as.
Segun WAada (1964), la matriz organica de |la concha calcificada
conti ene nucopol i sacaridos acidos, mentras que la matriz no
calcificada no los presenta. Los nucopolisacaridos acidos
sul fatados de |as sustancias nucosas se pueden conbi nar con
calcio y transportarlo al sitio de mneralizacion de la concha a
través del tejido del manto, de esta manera, juegan un papel
inmportante en |a depositacion de los cristales de carbonato de
cal ci 0 (Tanaka y Hatano, 1963, citados en Wada, 1967a; Bevel ander
y Benzer, 1948). Love y Frommhagen (1953) y Beedham (1958a) no
encontraron calcio en | as células nucosas de Mactra solidissing,
sin enbargo, proponen que |a secrecion nucosa de |las célul as

participa en |la tranferencia de |as sales de calcio del manto a
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| a concha; por otro |lado, Winer y Hood (1975) encontraron
resi duos de aci do aspartico con carga negativa y sugieren gue
esta secuencia de acido aspartico puede unirse a iones de calcio
teniendo una inportante funcién en la mneralizacioén. Es
necesario realizar un seguinmento del <calcio nediante

radi oi s6topos, utilizando en este caso Ca’d

Por otro lado, en el tejido conjuntivo del manto y en el
tejido que rodea al hepatopancreas de P. mazatlanica se
observaron anebocitos con calcio en su interior; esto se podria
relacionar con el transporte de calcio, tal conmo | o propone \Wagge
(1951) (citado en Timrermans, 1969), aunque al parecer, no
exi sten bases soélidas que fundanenten esta hipotesis. Tsujii
(1960) encontr6 calcio en células dispersas en el tejido
conjuntivo y region subepitelial del manto y asune que el calcio
puede ser tranferido de un lugar a otro por nedio de estas
células. La mayor parte del naterial calcareo de |la concha de |os
nol uscos narinos es obtenido directamente del agua de mar
(Robertson, 1941; Bevel ander, 1952; Jordey, 1953; Kado, 1960);
esto hace necesaria |la participacion de células con novimento
para transportarlo al sitio de mneralizacidn. Ora fuente de
calcio es el alimento, sin enbargo, en |os noluscos acuaticos no
es la mas inportante (Kado, 1960). Cuando finalnmente el calcio es
depositado en |la concha de Pp.nmazatlanica, conp carbonato de
calcio, la forma mneral en que se presenta es aragonita en su
totalidad, cono se denostrd con |la prueba de Meigen. La aragonita
y la calcita son préacticanente |os Unicos mneral es carbonatados

secretados por |os organisnmos. El material esquel ético conpuesto
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de aragonita es carbonato de calcio puro, mentras que en la
calcita probablemente existe magnesio en solucidn sélida
(Wlliams et al., 1979). Michas conchas consisten de calcita o de

aragonita, aunque algunas contienen anbos mnerales; en el ultino

caso, anbos mnerales nunca forman una nezcla intima, sSino que
ocurren separadanmente en capas diferentes en la msnma concha,
generalmente |a capa exterior estd conmpuesta de «calcita
prismatica 6 fibrosa mentras que las capas interiores, por |o
general de lustre perlino, estan formadas de aragonita fibrosa o
laminar (WIllianms et al., 1979). Entre los |lanelibranquios, la
concha de los ostreidos y pectinidos son enteranente de calcita,;
en los aviculidos, mtilidos y Trigonia |la capa prisnmatica es de
calcita y la capa nacarada es de aragonita, en |os unionidos vy

otros lanelibranquios las conchas estan hechas de aragonita

(St ol owski 1951).

Al gunas células secretoras (B1) de la zona nmarginal vy
central, presentaron ademas netacromasia con el azul de toluidina
alcalino para proteinas acidas; es probable, de acuerdo con
Beedham (1958b), Wada (1964) y G égoire (1967), que estas célul as
secreten un conplejo nucopolipeptidico. Por sus caracteristicas,
se puede decir que |las células "Bi" son gl andul as unicelul ares de
secreci 6n nucosa. Para identificar y cuantificar las proteinas y
carbohidratos en las células, se necesitan realizar analisis
bioguimcos y nediciones de la intensidad de tincién nediante

espectrof otonetri a.

CRIIY RO UTEINYO IVARIO DN
AR )
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En Pinctada mazatl anica, cono en todos |os bivalvos, |a capa
organica no calcificada de la concha o periostraco, se origina en
el espacio entre los |o6bulos nedio y externo del nmanto, |l anmado
"surco periostracal". Bevel ander y Benzer (1948) Y Tsujii (1960)
sugieren que el periostraco es secretado por el epitelio externo
del |6bulo nmedio del manto mentras que Beedham (1958a,b; 1965) vy
Dix (1972a) establecen que el periostraco es formado por el
epitelio interno del |6bulo externo. Gltsoff (1964) se refirid a
la parte mas interna del surco periostracal conmb "glandula"
peri ostracal, cuya funcion es suplenentar grandes cantidades del
material requerido para el crecimento de la nueva concha en el
borde de las valvas. La matriz organica de |la concha se conoce
como conquiolina O conquina, la cual se conmpone de una
escleroproteina con uno o nmas azucares reductores (Bevelander vy
Benzer, 1948; Galtsoff, 1964, Wada, 1964; 1966a,b; 1967a,b) VY
probabl enmente al gunos |ipidos (Beedham 1958b; Winer y Hood,
1975; Hunt y oOates, 1978 citados en Kunigelis y Sal euddin, 1984).
La conquiolina es un material insoluble en agua, alcohol, éter,
hi dr 6xi dos alcalinos frios y &cidos diluidos. A sinple vista vy
bajo mcroscopio oOptico, |a conquiolina se observa conb un
mat eri al anorfo, viscoso y transparente que calcifica poco

después de haber sido depositado (Galtsoff, 1964).

Las proteinas constituyen el conmponente principal de Ila
matriz organica. Ghiselin et al., (1967) propone que |la concha de
| os nmoluscos ha evolucionado por nodificacidén de |as proteinas
originadas en el nmanto, ademas de un descenso en la proporcion

prot eina-carbohidrato y de un mayor grado de calcificacion
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El patrén de aminodcidos del periostraco indica que se trata
de una proteina gquinona obscura (Beedham, 1958b; Wada, 1966b). La
composicién de aminodcidos de la capa calcarea interna difiere a
la de la capa calcarea externa, tal como lo demostraron Beedham
(1958b) y Wilbur y Watabe (1967). Asi mismo, la composicidén de
aminodcidos de la capa de calcita no es igual a la capa de

aragonita (Wada, 1966a).

Intercaladas con las células epiteliales Yy en el tejido
conjuntivo subepitelial del surco periostracal se observan
células secretoras (Al), positivas a la técnica de Ninhidrina-
Schiff para grupos alfa-amino Yy a la técnica del verde sélido
para proteinas basicas y células secretoras (Bl1), metacromaticas
al azul de toluidina alcalino para proteinas acidas, positivas a
la técnica de PAS y al azul alciano para mucopolisacdridos acidos
sulfatados. Se sabe que la reacciédn PAS positiva en estas
células es debida a los carbohidratos gracias al control por
acetilacidén, puede tratarse de algin mucopolisacarido neutro,
alguna glucoproteina o algin glucolipido, ya que las células
fueron ligeramente positivas a las técnicas de Sudan negro B y
azul de Nilo. No se trata de glucégeno, ya que el control tratado

con amilasa fué positivo a la técnica. Estas células secretoras
(Bl) se encuentran en mayor cantidad en la parte distal del
lébulo medio y su nimero disminuye al tiempo que aumentan las
células (Al) en la parte mas interna del surco de ambos lados y
en el epitelio interno del 16bulo externo. Beedham (1965) al

analizar el material organico de la concha de Anodonta cygnea no

61



encontré sustancias PAS positivas, ni mnucopolisacaridos acidos en
el periostraco, sin enbargo, en P. mazatlanica el periostraco
reci én formado fué positivo a | as técnicas para nucopolisacari dos
acidos y fué negativo a la técnica de PAS. Con estas
observaci ones se puede decir que probablenente |as células
secretoras (B1) del |d6ébulo medio participan en |la formaci 6n de

| os carbohidratos del periostraco.

Con respecto a las células secretoras (A), cabe nencionar
que €l ser positivas a las tecnicas para proteinas no
necesarianmente significa que tienen una funci6n secretora, sino
gue presentan una natural eza proteica, sin enbargo, su norfol ogia
y su ubicacién en el nmanto indican que estas células si |levan a
cabo una funcion secretora, probablenente de tipo seroso. Estas
gl andul as, al igual que las células epiteliales, presentaron una
reacci 6n intensa a las técnicas para RNA, indicando, de acuerdo
con Beedham (1958a), Tsujii (1960) y Timermans (1969) su

participacién en la sintesis de proteinas.

En el I|o6bulo nedio se observaron ademas |as células
baséfilas (B2), nmetacronaticas con azul de toluidina (pH=4).
Estas células no estan en contacto con el epitelio, probabl enente
participen en la formaci 6n del periostraco ya que |a conquiolina
presenta una netacromasia gamm poco intensa. Los epitelios
presentan metacromasi a beta que probabl enente se refiere a al guna

gl ucopr ot ei na.

Con respecto a las capas mneralizadas, Gltsoff (1964) vy

Di x (1972a) observaron que |la capa prismatica es secretada por la
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superficie externa del |d6bulo externo y que |a capa nacarada es
secretada por la superficie externa del manto (que incluye |la
zona paleal y central). La capa interna del Iliganmento es
secretada por el epitelio del istno del manto. Tsujii (1968)
(citado en Dix, 1972a) sugiere que las células secretoras
| ocal i zadas en l|la superficie del manto que forma |a concha
participan en el proceso de mneralizacién, particularmente |os
grupos amino y nucosubstancias acidas. Dix (1972b) encontrd
proteinas en las células acidofilas y nucopolisacaridos en |as
células basofilas, tanto del surco periostracal conpb de la
superficie externa del manto de Pinctada martensii y propone que
las células secretoras del manto central participan en la

formaci 6n de nacar

Beedham (1965) concluyd que durante el proceso de
regeneraci 6n de la concha no existe diferencia entre |as
propi edades secretoras de |las diferentes zonas epiteliales de
manto, es decir, el manto en su totalidad es capaz de secretar

las tres capas de la concha.

En el epitelio externo del |6bulo externoy en el epitelio
externo de la superficie del manto de Pinctada mazatlanica, se
observaron abundantes células secretoras (Al), aunque en nenor
cantidad que en el surco periostracal; estas células se
encontraron intercal adas con las células epiteliales. Las células
secretoras (B1) del epitelio externo del |6bulo externo y del
epitelio externo de la zona pal eal son positivas Unicanmente a la

t écni ca de azul alciano no presentando sustancias PAS positivas y
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| as células secretoras de |a zona central son positivas al azu

de toluidina alcalino, la metacromasia es mas intensa que en el
surco periostracal. El epitelio externo del manto (zona paleal vy
central) es positivo a la técnica de Chévrenont y Fréderic para
grupos -sH. Anbos epitelios presentaron una netacronmasi a beta
i ntensa con el azul de toluidina (pH=4). Estas observaci ones
indican que la matriz orgéanica de |la capa prismatica contiene
proteinas basicas y nucopolisacaridos acidos positivos al azul
alciano, mentras que la matriz organica de |a capa nacarada
conti ene ademas proteinas acidas unidas a nucopolisacaridos
aci dos (positivos al azul alciano y nmetacromati cos al azul de
toluidina) y grupos -sH. La netacronasia beta de |os epitelios

puede indicar la presencia de glucoproteinas.

En | a zona central se observaron unas célul as grandes, con
granul os acidoéfilos (A2); estas ceéelulas contienen glucdgeno cono
se pudo conprobar con |os controles tratados con amilasa y con el
higado de ratén. Tsujii (1960) encontrd estas células en Pinctada
martensii y Beedham (1958a) encontro glucdégeno en l|las ceélul as
epiteliales que secretan |a capa calcarea interna de Anodonta sp.
Probabl emente estas célul as al macenan energia para el proceso de
calcificacion. Galtsoff (1964), Peek y Gabbott (1990) y Gabbott vy
Peek (1991) Ilamaron a estas células "células vesiculares" y
encontraron glucogeno en su citoplasma, el primero por métodos
hi stoquim cos y | os segundos por métodos bioquim cos. Por su
parte, Conmbs (1959), estudiando a C. virginica, |as denom né
"células parenquimales" y estind que |a cantidad de gl ucogeno

contenido en ellas es del 95 al 99% del glucdgeno total del
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manto; ademas, dividio a estas células en dos grupos: |as de

grupo 1, caracterizadas por ser pequefias (4 pm) y no
gl ucogéni cas; en canbio, las del grupo Il son células grandes (de
12 a 52 um) altamente gl ucogéni cas, nucleo excéntrico 0 céntrico
dependi endo de | a cantidad de glucogeno al nacenado. Las cél ul as
IWAZIl observadas en P. nmmzatlanica presentan |as nisnas

caracteristicas que las células parenquimles del grupo II.

El epitelio del istnb del manto conti ene nucopolisacari dos
acidos, presenta netacromasia beta con el azul de toluidina y es
positivo a las técnicas para RNA, por |o que se observa que |la

capa interna del ligamento estd constituida por proteinas y

mucopol i sacari dos &ci dos.

Por otro lado, en el nervio paleal se encontraron granul os
de glucogeno. Conbs (1959) sugiere que existe una depositaci éon de

glucdgeno en la capa que rodea |os procesos neuronales.

Cabe nencionar que el contenido de glucdogeno varia de
acuerdo a |l a estaci on del afo y al estado de madurez sexual del
organi snbo, ya que es utilizado durante |a ganetogénesis (Tsujii,
1960; Galtsoff, 1964; cGimeno et al., 1990; Peek y Gabbott, 1990;
Gabbott y Peek, 1991).

Lozada Yy Reyes (1981) reportan |la presencia de anebocitos
cont eni endo abundante glucdégeno en |a gonada de Perunytilus
pur puratus durante el periodo de desove y sugieren gque pueden
tener diferentes funciones ya que han sido observadas en nuchos

mol uscos. En el manto de P. nmmzatl anica se observaron al gunos
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anebocitos con glucégeno en la zona central, tal vez estos
anebocitos aporten energia al proceso reproductivo. Peek y
Gabbott (1990) observaron que en el nejillon Mytilus edulis |la

ganet ogénesis tiene lugar en el manto, a expensas del tejido

conjuntivo de reserva.

Es probabl e que |as proteinas encontradas en el manto puedan
ser utilizadas para otros procesos biol 6gicos ademas de la
bi om neral i zaci 6n, sin enbargo, no se tienen datos al respecto
Faveris (1987) propone que en Pecten nmaxinus |las proteinas de |a
gonada probabl emente derivan del misculo y Gimeno et al., (1990)
sugiere que las proteinas ricas en lisina, arginina y grupos -SH

Y -S-S- son sintetizadas en el interior del ovocito.

Con respecto a los |lipidos encontrados en el manto, |a
literatura los registra en las células vesiculares (Galtsoff,
1964), células de Leydig (Garcia-Donm nguez, 1977; Deleén et al.,

1984) vy células adipogranulares (Gabbott y Peek, 1991).

Segun Conbs (1959) el manto es un 6rgano fisiol 6gi canente
activo en la formaci 6n de la concha, respiracion, excrecioén y
al mcenam ento de |ipidos; encontré que en C. virginica | 0s
tejidos con grandes canti dades de gl ucdégeno tanbi én al macenan
lipidos Yy sugiere que una célula parenquiml, capaz de

gl ucogénesis es potencial nente una célula |ipogénica.

En el manto de p. nmzatl ani ca se observan |ipidos en |os
epitelios, en los nervios y escasanente en |les células secretoras
(B1). El contenido de Ilipidos en los tejidos depende

principal mente del alinmento y del estado de nmadurez del organisno
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(Conbs, 1959; Besnard, 1987). Conbs (1959) vy Timermans (1969)

encontraron una escasa cantidad de lipidos en el tejido epitelia

del manto. Probablenente las células epiteliales producen algunos
Il pidos para la formacion del nmaterial organico ya que Beedham
(1958b) obtuvo wuna reaccion positiva con sudan negro B en |as
capas del periostraco de tres especies de bivalvos. Es probable
que los lipidos de los epitelios tengan otras funciones ya que no
s6lo se localizan en el epitelio que forma |la concha, tanbién se
observan en el epitelio interno del manto. En cuanto a |as
células secretoras (Bl1) positivas al sudan negro B y al azul de
Ni | o, posiblemente contienen |ipidos wunidos a carbohidratos
(glucolipidos) o la reaccion positiva es debida a otra sustancia
ya que ninguno de estos dos colorantes es estrictanente
especifico para lipidos y con el rojo oleoso |a reaccion en estas

células fué negativa.

En relacion a la actividad enzimatica presente en el
epitelio externo de la zona paleal del manto, los resultados
coinciden parcialnmente con los de Tsujii (1960), quién encontro
que la actividad de la anhidrasa carbonica es nmayor en e
epitelio de la superficie externa de la zona marginal y paleal
que en la zona central del manto de Pinctada martensii y sugiere
gue |l a anhidrasa carbonica puede estar activa tanbién en el saco
perlero; esto indica que el tejido injerto (a partir del cual se
forma el saco perlero) debe presentar actividad enzimtica. Por
su parte, Timrermans (1969) obtuvo una reaccién positiva en e
epitelio externo del manto de Lymaea stagnalis.

La anhidrasa carboénica cataliza l|la hidrataci6n reversible de
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co,. El co, metabélicio es la principal fuente de carbonato en
| os nol uscos (Robertson, 1941; Jordey y WI bur, 1955). Jordey y
W | bur (1955) observaron que el ciclo del &cido tricarboxilico
provee fuentes de energia y carbonato para |la depositacion de |a
concha. ElI carbonato de cal ci o ocupa al rededor del 95% del peso
total de la concha, el 5% restante esta formado por carbonato de
magnesi o, sulfato de calcio, silice, otras sales de nagnesio,
fierro, alumnio, netales pesados en cantidades traza vy

aproxi madanente 1.5% de materia orgénica (Galtsoff, 1964).

La actividad de |a anhidrasa carbdnica se ha encontrado en
el manto y otros tejidos de nuchos noluscos, y se ha observado
gque dicha enzinma juega un papel inportante en la tasa de
deposi taci 6n de carbonato de cal cio (Robertson, 1941; Freeman y
W bur, 1948; Stolowski, 1951; Kawai, 1954, 1955; Wl bur vy
Jordey, 1955; Freeman, 1960; Tsujii, 1960; WIbur, 1964;
Ti mmer mans, 1969; W/ bur y Sal euddin, 1983; Watabe, 1983; Maeda-
Martinez, 1.985). Al gunos inhibidores de |a enzima afectan |la tasa
de calcificacion (Stolowski, 1951; WIbur y Jordey, 1955;
Freeman, 1960; Maeda-Martinez, 1985).

La actividad enzimatica de |a anhidrasa carbdnica varia de
acuerdo a |l a estaci 6n del afio, la edad del animal y la funcion
reproductiva (Stolowski, 1951; Kawai, 1955). Meldrumy Roughton
(1933) encontraron que la enzim acelera 300 veces |a conversion
de co, en carbonato acido. Van Goor (1957) (citado en Tinmernans,
1969) observd que a la reaccion en ausencia de la enzim es

lenta, transcurriendo un tienpo prol ongado hasta conpl etarse en
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un 90% De acuerdo con Stol owski (1951), esta enzinma tanbi én es
inportante en la deternminacién de la forna cristalina en la cual
el carbonato de calcio aparece en la concha (calcita o araqonita)

y no todos |os noluscos |a presentan.

De esta manera, un nolusco que presenta actividad enzi matica
de anhidrasa carbodnica en el epitelio del manto que forma | a
concha sera nas eficiente en | a depositaci 6n de carbonato de
calcio que un nolusco que no presente |la enzi m.
Freeman y W/ bur (1948) sugieren que esta enzima tiene funciones
adi cionales al proceso de calcificacion, ya que se ha observado

en otros tejidos.

En la figura 8 se esquenatiza el netabolisno del calcio vy
del carbonato desde su ingreso al organi sno hasta su depositaci én
en la concha. La anhidrasa carbonica acelera la formaci 6n de
H,C04 (reaccion a). La reaccion b es expontanea; en esta reaccion
se forman |os iones bicarbonato que posteriornente seran
convertidos en iones carbonato (reaccién c). Hanen y W] bur
(1959) (citados en Timmermans, 1969) nostraron que el co, se fija
en los internediarios del ciclo del &cido tricarboxilico. En la
reaccion c el co, se podria conbinar con el calcio, sin enbargo,
esto no seria posible debido a |a baja solubilidad del producto
(Caco;). Si esto sucediera, el caco, cristalizaria dentro de |as
células (Diamantstein y Schlins, 1964; D amantstein, 1966;
citados en Tinmermans, 1969). Estos autores asunen que |os iones
carbonato se forman fuera de las células (reaccion d) para

posteriornente unirse a los iones de calcio. Ora alternativa es
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que | os iones bicarbonato se conbinen con el
cél ul as

donde se regula | a conposicion m neral

f or mfandose el

calcio fuera de

| as

CaCO, Yy un proton (reaccién e). EI medi o

y organica de | a concha es

(W bur,

una del gada capa de fluido ||l amado fluido extrapal eal
1964; W/l bur y Saleuddin, 1983).
Medio ext erﬁb andi?nfa yr Epl telio del Fl ui do Concha
tejidos mant o extrapal eal
v/
¢
] ca > Ca 5 Ca
HOO03 HCO3 —1—— HCO03 ———HC03
CQZ metab. CO2 net ab.
4
H20
Anh idrasa
a Tl carbonica
1 HzC03
b Tl HCO33 H+COp —>
S ce HCO3 + H b
perdida € Ca+HCO3
I c, Tl N
Intercambio” a co2etohecos| CRCO3H  —
Ca —
¢ Ca
¢ HOD3 € H+C03
»*F i jacion ev
| os intermedia—- __ |
rios delcidlo > PROTEINAS
del acido — | sMucoPoLIsA-
tricarboxiljco CARIDOS
Figura 8. Metabolisno del calcio y del carbonato desde su ingreso

al organisno hasta su depositaci on en | a concha.

W bur y Sal euddin,

1983)
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En p.mazatlanica, en contraste con |o reportado por Tsujii
(1960) para otros noluscos, en el epitelio externo de |la zona
marginal y el surco periostracal |a reaccién fué negativa; esto
puede indicar que el epitelio que forma el nacar es el nmas
eficiente en el proceso de calcificacion. Cabe nencionar que
aunque | a reacci 6n haya sido negativa en |a zona margi nal, no
significa ausencia de la enzinma ya que se trabajo6 con cortes
incluidos en parafina y durante el procedimento se Ilega a
perder hasta el 90% de |a actividad enzi mati ca (Davenport, 1960 y
Spannhof, 1966). El epitelio externo de |la zona paleal fué
positivo a pesar de estas limtaciones de |la técnica, por |o que
|la actividad enzimatica en este lugar es intensa; estos
resultados permten sugerir que este epitelio puede ser
recomendabl e cono tejido injerto en el cultivo de perlas. Existen
t écni cas bioquim cas (manonetricas, colorimétricas, etc.) para

nmedir la actividad enzi mati ca.

Ora enzima encontrada en el epitelio del manto de P
mazat | anica es | a fosfatasa alcalina. se han realizado al gunos
estudi os sobre el papel de esta enzim en el proceso de
m neral i zaci 6n. Mniagault (1939) estableci6 una correl aci 6n
directa entre la actividad de |la fosfatasa en el manto y |la
preci pitacion de calcio en | a concha; ademas concluydé que |a
fosfatasa sirve conop agente de transferencia en |la novilizacion
del calcio. Guardabassi y Piacenza (1958), citados en Ti nmer nmans
(1969) proponen que |la enzina esta involucrada en el transporte
de iones y nol éculas a través de las células. Por otro |ado, Kado

(1960) al estudiar la fosfatasa alcalina en el manto, concluye
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que ésta no esta involucrada en la toma de calcio del medio, pero
probabl emente forma parte del sistema de enzimas rel aci onadas en
| a secrecion de las proteinas de la concha. Turek (1933) (citado
en Bevel ander, 1952) observé cristales de fosfato en | a concha de
nol uscos en canti dades extrenadanmente pequefias, en contraste con
Bi ederman (1914) (citado en Bevel ander y Benzer, 1948), el cual
afirma que el producto final de la concha calcificada es
carbonato de calcio y carece conpletanente de fosfato. Bevel ander
y Benzer (1948) proponen que el fosfato de calcio se convierte en
carbonato de calcio mediante la disolucion del fosfato de calcio
por medio de un i6n organico. La fosfatasa transfiere el fosfato
a al gun sustrato, asi, los iones de calcio quedan disponibles;
cuando | a concentraci 6n de calcio es alta, el carbonato del nedio

se precipita cono carbonato de calcio.

Tsujii (1960) encontro actividad enzimatica en el 16bulo
interno y en la superficie externa del manto de Pinctada
martensii y Timermans (1969) encontré actividad enzinética en el
epitelio externo del manto de Lymmaea, mientras que en el surco
periostracal fué negativa. En ese estudio, se propone que |la
enzima esta involucrada en el transporte de iones y nol éculas a
través del epitelio. Beedham (1958a) encontrd actividad
enzi matica con mayor intensidad en el epitelio interno del |06bulo
externo de Anodonta, mentras que en la superficie interna de
| 6bul 0 nmedio |l a reacci 6n fué negativa y propone que |la enzina
esta rel acionada con |a formaci 6n del periostraco. En el epitelio
secretor de nacar de Anodonta, |a reaccioén fué débil (Beedham

1958a), en canbio, en Pinctada mazatlanica se observd un
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conportam ento diferente, aunque simlar al que encontraron
Tsujii (1960) y Timermans (1969). La actividad enzimatica se
present0 en todos los epitelios excepto en el epitelio interno
del |o6bulo externo, misno epitelio que forma el periostraco. La
mayor intensidad fué observada en el epitelio interno de la zona
paleal y marginal, en el epitelio externo del |d6bulo nedio y en
el epitelio externo de I|la superficie del manto. Est as
observaci ones indican que |la enzinma puede estar involucrada en el
proceso de calcificacion, principalnmente de |la capa nacarada. Su
presencia en el epitelio interno del nanto sugiere adenas,
funci ones adicionales, cono |o propone Donachy et al., (1990),
qui en encontr@ actividad enzimitica de fosfatasa alcalina durante
| a regeneraci on del brazo de la estrella de mar Asterias forbesi,
sin enbargo, no encontré relaci6on con |la mneralizacio6n, esto

sugiere que en invertebrados, |a enzinma puede estar relacionada

con diversos procesos.
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CONCLUSIONES

- El manto de |la madreperla pinctada mazatlanica presenta |la
norfologia tipica de un bivalvo con 3 I|d6bulos en la zona

mar gi nal

- En el tejido conjuntivo del manto de p. mazatlanica hay fibras
colagenas, NO se encontraron fibras reticulares ni fibras

el 4sti cas.

- P. mazatlanica no presenta células cafés ni células de Leydig
en el tejido conjuntivo del manto, pero si presenta |eucocitos

granul ares, leucocitos agranulares y fibroblastos.

- En el tejido subepitelial del manto de P. nmazatlanica se
observaron 4 tipos celulares: 1) células de aspecto gl obular, con
citoplasma |igeranente baséfilo y nucleo pequefio altanmente
baséfilo (B1); 2) células pequefias con citoplasma altamente
bas6filo observadas Unicanmente en el |d6bulo nmedio (B2); 3)
células acidofilas con gréanulos notables (Al) y 4) células

aci dofil as grandes observadas uUni camente en |la zona central (A2).

- EI glucdgeno se observdo en las células acidéfilas de la zona
central (A2) y es. probablemente utilizado conp fuente energética

para el proceso de calcificacion o en el proceso reproductivo.
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- Las células secretoras (B1) se caracterizaron por presentar
carbohidratos de distintos tipos, |0 que sugiere un tipo de
secreci 6n nucoso. Las células secretoras del nacar presentan
mucopol i sacari dos acidos y proteinas acidas, no se encontré

evi denci a de azucares PAS positivos (nucopolisacaridos neutros).

- Las proteinas y el &cido ribonucleico se encontraron en |as
células secretoras (Al), |o que sugiere un producto de secrecion
seroso e indica su participacion en la sintesis de |as proteinas
de la concha. Estas ceélulas fueron abundantes en el tejido que

secreta nacar.

- El epitelio que secreta nacar presento grupos -SH, |0 que
i ndi ca que estos grupos pueden estar presentas en la matriz

organi ca.

- Los lipidos se observaron en |los epitelios de todo el manto y

en | 0S nervi os.

- El calcio se observo en al gunas cél ulas secretoras del |0bulo
nmedio, |oObulo externo y epitelio externo de |la zona pal eal
Probabl emente estas célul as al nacenan calcio & secretan calcio en

combi naci 6n con | os nucopolisacaridos acidos.

- El calcio tanbi én esta presente en anebocitos que probabl enente

participen en el transporte del m sno.
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- La anhidrasa carbdnica esta presente en el epitelio externo de
la zona paleal, |o que indica su eficiencia en la formaci 6n de

carbonato a partir del co, metabdlico.

- La fosfatasa alcalina se presenta en el epitelio externo del
| 6bulo nedio y no asi en el epitelio interno del |d6bulo externo,
i ndi cando que |la fosfatasa no participa en la formaci én de

periostraco.

- El epitelio externo del |6bulo externo y el epitelio externo de
| a zona paleal presentan sitios enzinoactivos de fosfatasa
alcalina, indicando que |a enzima esta relacionada con el proceso

de calcificacién.

- La parte nmineral de la concha de P mazatlanica esta

constituida enteranente de aragonita.

- Por sus caracteristicas citoquimcas (células secretoras de
mucopol i sacari dos aci dos que pueden participar en el transporte
de calcio, células secretoras con abundante RNA y alta actividad
enzi mati ca de anhidrasa carbdénica en las células epiteliales) se
propone | a zona paleal del manto cono tejido injerto, teniendo

cui dado que el epitelio externo esté en contacto con el ndlcleo.

- La zona paleal del manto tanbi én es reconmendable para |a

formaci 6n de medi as perl as.
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RECOVENDACI ONES

En base a | os resul tados obteni dos, es reconendable utilizar
| a zona paleal o central del manto conpo tejido injerto en el

cultivo de perlas, cuidando que el epitelio externo esté en

contacto directo con el nucleo.

Una vez formado el saco perlero, es inportante realizar un

estudio histoldgico y citoquimco del msnmp, para conpararlo con

|a estructura tisular del manto.

Por otro |ado, se recom enda hacer un trabajo simlar con la
concha nacar Pteria sterna, ya que tanbién es una especie
productora de perlas y presenta un alto potencial para |a

perlicultura; esto permtira, ademas, conpararla con P.

mazat | ani ca.
SUGERENCI AS PARA TRABAJOS FUTURGS
Es necesari o hacer estudios quinmcos y bioquimcos para
medir e identificar |os conponentes organicos del nanto y de la

concha. Cuantificar |a anhidrasa carbonica del manto, por edad y

estaci on del afo.
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Real i zar un seguimento del calcio en condiciones
experinmentales, wutilizando ca%®, para conocer la ruta que sigue
desde su ingreso al organismp, a través de los tejidos
corporales, hasta su depositacién en la concha, asi como |as

células que lo transportan

Se necesitan estudios de ultram croscopia para conocer |os

conponentes de las células secretoras.

Es inportante iniciar las descripciones histoldgicas e
hi stoquim cas de otros o6rganos y tejidos para conocer |la anatom a
m croscopica normal y patoldgica de |la especie, con el fin de

sentar las bases para |la diagnosis de posibles enfernmedades en

futuros cultivos.

Se sugiere realizar una caracterizacion citoquimca de la
gonada en los diferentes estadios de desarrollo, en henbras vy
machos, principal nente para glucdgeno, lipidos y proteinas, ya
gue se ha observado que el nmanto participa en el aporte de
glucégeno y |lipidos para el proceso reproductivo, sin enbargo, el

aporte proteico no esta claro.

Por altimo, se recom enda realizar estudi os de
i nmunocitoquimca para la localizacién de anticuerpos y/o
antigenos, ya que en perlicultura se trabaja con injertos, y el

tejido puede ser rechazado por la ostra receptora.
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GLGSARI O

Acidbéfilo.~ Estructura que presenta afinidad por |as sustancias
aci das.

Anhi drasa carbénica.- Enzima que cataliza l|la interconversion del
CO, gaseoso y el H,CO5.

Amebocitos.- Células con novimento aneboide.

Aminodcido.- Conpuesto organi co que posee un grupo amino (NH,)
y un grupo carboxilo (-COOH). Los am noacidos puden
unirse para formar cadenas peptidicas en la nol écula de
pr ot ei na.

Aragonita.- Forma mneral en que se presenta el carbonato de
calcio. Cristales de aspecto vitreo y color nacarado
bl anqueci no. Se encuentra en la nayoria de |as conchas
de | os nol uscos.

Azul alciano.- Colorante diferencial para nucopolisacaridos

acidos si se regula el pH y se controla el tienpo de
tincidn.

Azul de Toluidina.- Colorante basico derivado de la anilina que
presenta netacromasia (rojo) al tefiir mucinas acidas.

Bas6filo.- Estructura que presenta afinidad por |as sustancias
basi cas.

Biso.- Organo a manera de escobilldén secretado por algunas
especi es de noluscos bivalvos, nediante el cual se fijan
a un sustrato.

Calcificacidén.- Proceso nediante el cual se forman cristales de
carbonato de calcio para ser depositados en la concha
junto con una matriz organica, principalnente proteica.

Calcita.- Forma mneral en que se presenta el carbonato de
calcio, encontrado en algunas conchas de noluscos. Las
conchas de calcita nmuestran un patrén quimco nmas sinple
gue | as conchas de aragonita.
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carbohidrato.~- Conpuesto que contiene carbono, hidrégeno y
oxi geno en proporciones de 1C:2H:10.

carmin.- Colorante natural obtenido de Ila «cochinilla
Dact yl ococus; utilizandolo en |a técnica del Carnin de
Best tifie de rojo el glucdgeno.

Carnoy (nezcla).- Substancia fijadora de tejidos a base de
al cohol 'y acido acético.

Células ®»a».- Células acidofilas con granulos marcados
encontradas en el tejido subepitelial del manto de P
mazat | ani ca.

Células "B".- Células basofilas encontradas en el tejido
subepitelial del manto de P. mazatlanica, principal nente
en el [obul o nedio.

cilios.- Pequefias prol ongaci ones citoplasmaticas parecidas a
cerdas, en la superficie libre de las células; laten de
manera coordi nada para nover las células o el nedio en
que viven.

Citoquimica.- Estudio de |la naturaleza quimca de la célula
nedi ant € microscopia.

Citologia.~- Estudio de la célula y sus partes nediante
m croscopi a.

Concha.- Estructura a base de carbonato de calcio, secretada por

el manto, que cubre el cuerpo de la mayoria de |os
mol uscos.

Conquiolina.- Escleroproteina con uno o0 mAs azlcares
reductores, secretada por el manto de | os noluscos. Es
un material insoluble en agua, alcohol, éter, hidroxidos
alcalinos frios y acidos diluidos. A sinple vista, es un
material anorfo, viscoso y transparente que calcifica
poco después de haber sido depositado. Tanbi én se conoce
conp conquina 0 epicuticul a.

Enzima.- Catalizador proteico producido en el interior de un

organisnmo vivo que acelera reacciones quimcas
especificas.
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Eosina.- Colorante acido que tifie estructuras celul ares basicas
(citoplasnas).

Epicuticula.- Ver Conquiolina.
Epitelio.- Tejido tenue, que cubre el cuerpo y |los 0&rganos.

Fi bras colagenas.- Substancia intercelular fibrosa encontrada en
el tejido conjuntivo que incluye la proteina colagena.

Fi bras elasticas.- Substancia intercelular fibrosa encontrada en
el tejido conjuntivo |axo, que contiene elastina. Pueden
presentarse cono filamentos largos y cilindricos o conp
cintillas apl anadas.

Fi bras reticulares.- Substancia intercelular fibrosa ramificada,
que forma una trama de apoyo o reticulo en el tejido
conjuntivo. Contiene reticulina.

Fl ui do extrapaleal.- Del gada capa de fluido | ocalizada en |a
cavi dad extrapal eal donde se regula l|a conposicion
mneral y organica de |la concha.

Fosfatasa alcalina.- Esterasa que cataliza |la sintesis 0 la
hidrolisis de | os fosfatos organicos en nmedio alcalino

(pH 8.6 a 9.4). Juega un papel inportante en la
cal cificaci 6n de huesos y dientes.

Glandula.- Ogano aninmal o vegetal que segrega al gun producto.

Glucolipidos.- Derivados prinarios carbohidrato-glicerol, que no
conti enen fosfato.

Glucoproteina.- Proteina conjugada que posee uno o nas
resdi duos de azucar.

Génada.- (Organo productor de ganetos.

Hematoxilina.- Col orante basico natural, obtenido del arbol

Haemat oxyl on canpechi anum tifie estructuras celulares
aci das (nucl eos).
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Hemolinfa.- Fluido tisular analogo a l|la sangre de |los
vertebrados, constituido por un conponente |iquido con
iones y proteinas disueltas y por un conponente celul ar,
princi pal nente anebocitos fagociticos. Efectta funciones
de regulaciodn ionica, transporte de nutrientes,
deshechos y neurosecreciones, intercanbio gaseoso Yy
nmecani snos | nnunol 0gi cos.

Hepatopancreas.- d andula digestiva formada por foliculos
rodeada por el tejido conjuntivo que da lugar al tejido
gonadico al Ilegar |la época de reproducci 6n

Hidrdélisis.- Proceso por el cual una nolécula es convertida en
dos nol écul as nmas pequefias nediante |a adici 6n de agua

lo que por |lo general produce la liberacidn de energia;
rompi m ento por agua.

Histoquimica.- Estudio de la naturaleza quimca de los tejidos
nmedi ante m croscopi a.

Histologia.- Estudio de los tejidos animales o vegetales
nmedi ante m croscopi a.

Lanel i branqui 0s. - (Bivalvos, Pelecipodos). Ml uscos conprin dos
| ateral nente que poseen una concha con dos valvas
articul adas dorsalnente por nedio de la charnela, que
encierran el cuerpo por conpleto.

Leucocitos.~- Células incoloras capacitadas para ejercer
fagocitosis y dotadas de novimento aneboi de.

Lipido.- C(lase heterogénea de conpuestos orgéanicos escasanente
solubles o insolubles en agua pero solubles en solventes
or gani cos no acuosos.

Manto.- Organo delgado y resistente que cubre la nasa visceral
de | os noluscos; da origen a |la concha.

Matriz organica.- Substancia principalnmente proteica, con
al gunos azucares, que cenmenta |los cristales de carbonato
de calcio en la concha (conocida conp conquiolina).
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Melanina.- Pignento pardo obscuro a negro coniun en e
I ntegunento de nuchos aninales y hallado a veces en
otros oOrganos. Suele estar incluido en células
especi al es |l amadas nel anocitos.

Metacromasia.- Propiedad de un colorante para tefliir de un col or
diferente al suyo.

Mucopolisacaridos.- Conmponentes tisulares ricos en
carbohidratos, desde |as secreciones mucoi des, viscosas
y transparentes hasta el cenento o substancia anorfa
entre las células y fibras del tejido conjuntivo.

Mucus.- Materia viscosa, glutinosa que tapiza |as cavidades del
cuerpo de los aninmales que conunican con el exterior

Nicar.- Sustancia blanca, dura e iridiscente, localizada en e
interior de algunas conchas de noluscos.

Periostraco.- Cubierta principalmente proteica, que forma |la
capa organica no mneralizada de |as conchas de |os
mol uscos.

pH. - (Potencial de Hi drogeno) Logaritnbo negativo de Ila

concentraci on del ion hidrogeno por virtud de la cual se
expresa el grado de acidez o alcalinidad de un I|iquido.

Proteinas.- Macronol écul as conpuestas de carbono, hidrégeno,
oxigeno, nitrdogeno y general nente azufre y fosforo;
conpuestas de cadenas de ami noaci dos uni dos por enlaces
pept i di cos.

Ri bonucl ei co (acido).- Acido nucleico que contiene azucar
ribosa;, se encuentra en el nucleo y citoplasma de |as

células y tiene inportancia prinordial en la sintesis de
proteinas.

Roj 0 oleoso.- Colorante acido soluble en |ipidos, los tifie de
roj o.

Sitio activo.- Regi6n de una enzina con la que un sustrato Se

une y reacciona para formar un conplejo transitorio
enzi ma- sustrato.
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Sudan Negro.- Col orante é&ci do sol uble en |ipidos,
e negro

que |l os tifie

Zenker (mezcla).- Substancia fijadora a base de dicromato de
potasio, cloruro de nmercurio, fornol y alcohol
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