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Abstract

Ultrastructure of the annulate lamellae in oocytes of Hemidiaptomus

roubaui (Copepoda, Calanoida).

In the oocytes of H. roubaui, preferably during the phases of pre-
vitelogenesis and primary vitelogenesis, a series of annulate lamellae
appear in the cytoplasm constituted by groups of from 2 to 11 flat sa-
cules wich are slightly curved, always smooth, and arranged parallely
one on top of the other.

The ringed laminae are normally to be found in the area around
the nucleus in the oocytes during previtelogenesis, and migrate towards
the central area of the cytoplasm and even reach the cortical area of
same as vitelogenesis proceeds.

The sacules vary in length (2 um on average) and have an average
width of 45 nm. Each sacule is separated from its neighbour by a quite
regular space, 85 nm in width. These sacules periodically present areas
at intervals of around 100 to 200 nm in wich the membranes collapse and
form interruptions 50 nm in diameter with an octagonal shape.

The pairs of membranes of the sacules frequently present some ve-
sicle-like dilatations at their distal end wich are very similar to the
vesicles of the endoplasmic reticulum precursors to type I yolk.

Introduccion

En el citoplasma y en el nicleo de células germinales en desarro-
llo de muchas especies de organismos, se han observado unas estructuras
formadas por miltiples capas de sdculos membranosos con una morfologia
gue recuerda enormemente a la de la envoltura nuclear. Estas estructu-
ras denominadas "laminas anilladas" (1) (SWIFT, 1956), tienen complejos
de poro que morfoldgicamente son idénticos a los poros de la envoltura
nuclear.

Las primeras observaciones llevadas a cabo sobre tales estructuras
se realizaron en células germinales femeninas. McCULLOCH (1952), estu-
diando los oocitos y el huevo fecundado de Arbacia, describe a las la-
minas anilladas como "elementos fibrilares en disposicidn paralela". En
1955 AFZELIUS las describe como fragmentos de envoltura nuclear, en oo-

citos de diversas especies de.erizos de mar, dandoles el nombre de "cis-

ternae fenestratae". KEMP (1956) observa formaciones similares en los
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oocitos de Rana. REBHUN (1956) las denomina "periodic lamellae'" al des-

cribirlas en oocitos de Spisula y Otala. SWIFT (1956) al observarlas en

el pdncreas del anfibio Ambystoma, en espermdtidas de rata y en oocitos

de Otala y Spisula, denomina a dichas estructuras "annulate lamellae'".

(1) La denominacidén de "annulate lamellae" (laminas anilladas) es la
mds utilizada en los trabajos recientes, si bien se han usado otros

términos para referirse a estas estructuras, tales como:

"cisternae fenestratae" (PALADE ;11955 ; -SCHULZ;1957) .
"fenestrated membranes" (WESSEL & BERNHARD, 1957)
"fenestrated lamellae" (PASTEELS et al., 1958)
"secondary membranes" (MERRIAM, 1959)

"periodic lamellae" (REBHUN, 1961)

"pitted membranes" (BALINSKY & DEVIS, 1963)

Durante estos Ultimos veinticuatro afios, han ido apareciendo un
buen nimero de articulos sobre la presencia, morfologia, distribucidn y
funcidn de las ldminas anilladas en células germinales de muy diversas
especies, tanto en invertebrados como en vertebrados (KESSEL, 1968d y
1983b; BRUSLE (1971 y 1972). Concretamente en los crustdceos se han
descrito laminas anilladas en un ndmero reducido de especies: Artemia
(ANTEUNIS, 1964); Orchestia gammarella (MEUSY, 1968) y Streptocephalus
torvicornis (GARREAU DE LOUBRESSE, 1970).

Se han observado de forma esporddica, laminas anilladas en el ci-
toplasma de varios tipos de células somdticas: DALTON & FELIX (1954),
las describen en las células epiteliales del epididimo de ratdn; HERN-
BON (1964) en las células de Purkinje del cerebelo de animales someti-
dos a un estado de anoxiaj; ANCLA & DE BRUX (1965) las encuentran en cé-
lulas del epitelio bronquial; BEAULATON (1968) en células secretoras de
la glandula protordcica del gusano de seda; BUCANA et al. (1971) en cé-
lulas de la gldndula pineal. Se han observado también ldminas anilladas
en varios tipos de células cancerigenas (WESSEL & BERNHARD, 1957; EPS-
TEIN, 1957; ROBERTS et al., 1970; AINSWORTH et al., 1976; ...). Todos
los tipos celulares en que se han observado ldminas anilladas tienen un

comin denominador, el de presentar una elevada actividad metabdlica.

También se han descrito ldminas anilladas en diversos grupos de
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protozoos como los foraminiferos y radiolarios (FEBVRE-CHEVALLIER & LE-
CHER, 1971) y los peridinidos (GREUET, 1973).

Material y métodos

Hemidiaptomus roubaui es un copépodo calanoide planctdénico de agua

dulce, que vive en aguas temporales, generalmente limpias y poco mine-

ralizadas. Los ejemplares utilizados para este estudio proceden de los

Estanys de Capmany (Girona), que se encuentran sobre pizarras y esquis-
tos.

Para el estudio al microscopio electrodnico se fijaron animales
fragmentados o se hizo la disseccidn del aparato reproductor de los
mismos; operacidén que se realizd en el mismo liquido de fijacidn.

Como método de fijacién de utilizé el de la "fijacidn doble", o sea
una previa fijacién con una mezcla de paraformaldehido-glutaraldehido
(KARNOVSKY, 1965) tamponada con fosfato 0.2 M (ph 7.4) a 4°C durante 3
h. Después de un lavado con tampdn fosfato 0.2 M se procedié a una post-
fijacién de 1 h con tetradéxido de osmio al 2 % en el mismo tampdn y a
temperatura ambiente. Tras una deshidratacidn progresiva con etanol vy
utilizando el 6xido de propileno como liquido intermediario, se proce-
dié a la inclusidn en resina spurr (1969). Los cortes ultrafinos se con-
trastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo (REYNOLDS, 1963),
siendo observados en un microscopio electrénico PHILIPS CM-200 del Ser-

vel de Microscopia Electronica de la Universitat de Barcelona.

Observaciones

En los oocitos de H. roubaui, preferentemente durante las fases de
previtelogénesis y vitelogénesis primaria, aparecen en el citoplasma la-
minas anilladas constituidas por grupos de sdculos aplanados y ligera-
mente arqueados, siempre lisos, dispuestos paralelamente unos encima de
los otros. De 2 a 11 es el nidmero habitual de sdculos que se disponen
paralelamente en la formacidén de las ldminas anilladas.

Las ldminas anilladas se hallan en las proximidades del ndcleo en
los oocitos en previtelogénesis, desplazandose hacia la zona media del
citoplasma e incluso alcanzando la zona cortical del mismo (ectoplasma)
a medida que avanza el proceso de la vitelogénesis (Figs. 1, 2, 3).

Los sdculos que constituyen las ldminas anilladas tienen una lon-

gitud variable (2 um por término medio) y una anchura media de 45 nm

(Figs. 1,4). Cada unidad laminar (sdculo) esta separada de la contigua
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por un espacio muy regular de 85 nm de anchura. Estos sdculos periddi-
camente a intervalos del orden de los 100 a 200 nm zonas en que las
membranas de colapsan y forman poros o interrupciones de 50 nm de dia-
metro con un perfil octogonal (Fig. 5). En el interior de los poros se
aprecia un material electrodenso similar al que se halla en las estre-
chas franjas de citoplasma situadas entre los saculos. El perfil octo-
gonal que adoptan los poros presentes en las laminas anilladas y la
textura del material osmidofilo, denso a los electrones, contenido en
el interior de los mismos, recuerda respectivamente a los poros y a
los anillos del poro de la envoltura nuclear (Figs. 2, &, 5).

Los pares de membranas de los saculos muestran frecuentemente en
su extremo distal, unas dilataciones, a modo de vesiculas que tienen
un gran parecido a las vesiculas de reticulo endoplasmatico precurso-
ras del vitelo tipo I (Figs. 2, 4, 5, 6). El contenido de las dilata-
ciones distales de las laminas anilladas: material fibroso y grdnulos
electrodensos de 35-45 nm de didmetro, es semejante al de las vesicu-
las endoplasmdticas presentes en el citoplasma de los oocitos en vite-
logénesis (Fig. 2).

Teniendo en cuenta la similitud estructural existente entre las
laminas anilladas y la envoltura nuclear, asi como su proximidad espa-
cial, se puede formular la hipdotesis de que las laminas anilladas se
originan a partir de la envoltura nuclear, aunque no se ha observado
hasta el presente la existencia de protusiones o evaginaciones de la
envoltura nuclear que llegado el momento se colapsarian por su base,

dejando en libertad en el citoplasma un fragmento de membrana nuclear.
(Riga3).

Discusion

Los sdculos que forman las ldminas anilladas pueden estar apilados
formando grupos de un ndmero variable de unidades laminares, que osci-
la de 2 a 11 en H. roubaui hasta 30 6 40 unidades en otras especies.
Cada unidad estd separada de la contigua por un espacio bastante regqu-
lar de varias decenas de nm de anchura. La variabilidad entre los gru-
pos o apilamiento de laminas anilladas no es debida sdlo a diferencias
cuantitativas en el ndmero de sdculos apilados, sino también a otros

aspectos como la configuracidén rectilinea o circular que adoptan los

sdculos, presencia o ausencia de continuidad terminal con el reticulo




endoplasmdtico, formacidn de vesiculas terminales, presencia de riboso-
mas en sus superficies, o bien la posible localizacidén de material elec-

trodenso entre los saculos.
Situacidn de las laminas anilladas

En H. roubaui, las laminas anilladas se situan frecuentemente en el
citoplasma a una cierta distancia del nidcleo, sin presentar una visible
continuidad con la envoltura nuclear, y a medida que avanza la vitelogé-
nesis se van desplazando hacia una zona mas cortical del citoplasma. En
otras especies las ldminas anilladas ocupan una posicidn yuxtanuclear vy
la envoltura nuclear forma el sdculo mds interno del grupo de unidades
laminares; también pueden hallarse en el interior del nucleoplasma junto
a la envoltura nuclear (KESSEL, 1965, 1968b, 1983a; OLLERICH & CARLSSON,
1970; GARREAU DE LOUBRESSE, 1970; GULYAS, 1971; BILINSKY & KLAG, 1985)

siendo esta dltima situacion la menos frecuente.
Composici6n de las laminas anilladas

Las pruebas citoquimicas revelan que estas estructuras contienen
ARN en altas concentraciones. REBHUN (1956, 1961), SWIFT (19256) y RUTH-
MANN (1958) fueron de los primeros en sefialar la basofilia de las lami-
nas anilladas y sugerir la presencia de ARN.

Otras técnicas consistentes en poner de manifiesto la actividad en-
zimdtica en cortes ultrafinos, revelan la existencia de una elevada ac-
tividad ATP-asa asociada a los poros de las laminas anilladas (SCHEER &
FRANKE, 1962). DVOROK et al., (1975) al estudiar citoquimicamente el
huevo de rata encuentra en sus laminas anilladas una elevada cantidad de
proteinas y escasa cantidad de ARN que considera ribosomas.

SMITH & BERLIN (1977), mediante digestidn enzimdtica con proteinas,
pone de manifiesto la presencia de proteinas en el material interlami-
nar. GWYNN et al. (1971) encontraron incorporacion de timidina tritiada
en las ldminas anilladas del oocito de un serpilido, mientras que SODERS-
TROM (1981) no encuentra marcaje significativo en tales estructuras al
ser cultivadas en presencia de uridina H3 y en aminodcidos marcados.

El componente ARN estd aparentemente localizado en el material den-
so del interior de los poros y en el material electrodenso que habitual-
mente acompafa a las ldminas anilladas y que incluso en algunos casos,

parece estar relacionado con la formacion y desarrollo de estas estruc-

turas.
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En el caso de H. roubaui se observa un material electrodenso de
textura parecida al del "nuage" en el interior de los poros de las la-
minas anilladas y en las franjas de citoplasma situadas entre los sdcu-

los laminares de dichas estructuras
Origen de las laminas anilladas

Mientras una mayoria de autores opinan que las ldminas anilladas
se forman a partir de la envoltura nuclear (SWIFT, 1956; KESSEL, 1963,
1964; HSU, 1967; DURFORT, 1973, 1974), otros autores consideran que su
formacidn estd relacionada con estructuras citoplasmaticas de tipo ve-
sicular, tales como reticulo endoplasmdtico rugoso y liso, vesiculas
del complejo de Golgi: DHAINAUT (1973a), SCHEER & FRANKE (1972), CARDO-
SO (1974), DURFORT (1976b) suponen un posible origen de las laminas
anilladas a partir del reticulo endoplasmdtico rugoso; en cambio otros
autores como GREUET (1973) abogan por un origen a partir del reticulo
endoplasmatico liso. MAUL (1970) sugiere que las laminas anilladas pro-
ceden del complejo de Golgi en células de melanomas humanos.

Por dUltimo, en otros estudios DHAINAUT & RICHARD (1972), GULYAS
(1971), KESSEL (1968a, c, 1983b), KESSEL & BEAMS (1969) creen que un
material electrodenso de textura parecida al del "cemento intermitocon-
drial" o al "nuage" seria el responsable de inducir la diferenciacidn
de ldminas anilladas a partir del reticulo endoplasmdtico.

En los oocitos de H. roubaui no se han obtenido hasta el presente
imdgenes que nos permitan formular una hipdtesis razonada sobre el po-
sible origen de estas estructuras laminares. No obstante, dada la simi-
litud estructural existente entre las ldminas anilladas y la envoltura
nuclear, asi como su proximidad espacial, puede existir una estrecha

relacion de filiacion entre ambas estructuras.
Funcidén de las laminas anilladas

Respecto a la funcion de las laminas anilladas, durante estos Ul-
timos afos se han formulado varias hipdtesis, que se citan a continua-

cion.

1 Intercambio de material entre el nicleo y el citoplasma a través

de las laminas anilladas. Esta hipdtesis estd sostenida por el he-

cho de que los poros de la envoltura nuclear se consideran como

una modificacidn que permite la transferencia de grandes complejos

moleculares entre el ndcleo y el citoplasma. En contra, estas la-
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minas no parecen ser el vehiculo adecuado para la transferencia de
ribonucleoproteinas del nidcleo al citoplasma, dado que sélo se de-
tecta la presencia de ARN una vez formados los complejos de poro.
Esta diferenciacién tiene lugar segin KESSEL en el citoplasma, al-
gin tiempo después de la separacion de los saculos en desarrollo

de la envoltura nuclear.

Formacidén de la envoltura nuclear. Esta hipdtesis estd apoyada por

las observaciones de HU (1971) en células B 16 de Melanoma y de
SPINDLER & HEMLEBEN (1982) en gametos de una especie de foramini-

fero.

Biogénesis mitocondrial. BABBAGE & KING (1970) observan laminas

anilladas en la periferia del huevo de Spirorbis relaciondndolas

con procesos de génesis mitocondrial. La contribucién de las lami-
nas anilladas a la formacidn de '"cemento" intermitocondrial en los
ciprinidos propuesta por varios autores es otro dato que apoya la

biogénesis mitocondrial a partir de laminas anilladas.

Produccién de esteroides. NAGANO (1966) sugirié que las laminas

anilladas podrian participar en la produccién de esteroides en cé-

lulas de Sertoli.

Sintesis de enzimas especificos. BENZO (1972) observa que en célu-

las hepédticas de embridén de pollo las laminas anilladas parecen es-
tar implicadas en la elaboracién del enzima microsomal UDP-glucu-

roniltransferasa.

Sintesis y polimerizacién de la tubulina. KRISHAN et al. (1968);

DEBRABANDER & BORGES, (1975); CHEMNITZ et al., (1977); SHIMADA &
NOBUO, (1982); KESSEL & KATOW, (1984).

Uno de los primeros trabajos que apoyan esta hipétesis es el de
DEBRABANDER & BORGES (1975), quienes al estudiar cultivos de célu-
las con antitubulina observaron cémo se incrementaba el desarrollo
de las ldminas anilladas, sugiriendo que estas estructuras podrian
ser lugares de sintesis y polimerizacidén de tubulina. Esta funcion
ya habia sido propuesta por FRANKE et al., (1972) y por DALES et

al., (1973) para los poros de la envoltura nuclear.

Procesado y activacidén del material informacional almacenado en los

cuerpos fibrogranulares, '"fibrogranular bodies" (KESSEL & BEAMS,

1969; KESSEL, 1981). Segun estos autores, las ldminas anilladas se-

rian "centros metabdlicos'" muy activos, que proveerian de material

w
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informacional ("informational ARN-protein material") al reticulo
endoplasmdtico para la via de la biosintesis de proteinas especi-
ficamente necesarias en ciertos momentos de la diferenciacidn y
crecimiento del oocito.

Para WISCHITZER (1970a) las ldminas anilladas serian la respuesta

morfoldgica a una elevada concentracidén de proteinas en el cito-

plasma.

8. Procesado y ensamblaje de polirribosomas funcionales (KESSEL, 1981
b).

9. Sintesis de las plaquetas vitelinas. En los oocitos de H. roubaui

las laminas anilladas aparecen fundamentalmente en la fase de pre-
vitelogénesis, asi como durante la vitelogénesis primaria, y mor-
foldgicamente se caracterizan por presentar a nivel de las zonas
distales de los sdculos unas dilataciones, a modo de vesiculas,
llenas de un contenido filamentoso y granulos electrodensos de
gran similitud morfoldgica con el contenido de las vesiculas endo-
plasmdticas precursoras del vitelo tipo I. Todo ello hace suponer
que las laminas anilladas pueden desempefiar un importante papel en
la sintesis y empaquetamiento del vitelo proteico. La participa-
cidn de las ldminas anilladas en la vitelogénesis oocitaria ha si-
do considerada también por otros autores: BALINSKY & DEVIS (1963),
SENTEIN & HUMEAU (1966), DURFORT (1973) y en la sintesis de cier-

tas proteinas durante el curso de la embriogénesis (ANDERSON, 1969).

Conclusiones

- En H. roubaui las ldminas anilladas aparecen fundamentalmente en
las fases de previtelogénesis y vitelogénesis primaria, situdndose

en el citoplasma a una cierta distancia del ndcleo.

- Los sdculos que forman las ldminas anilladas estdn apilados forman-
do grupos de un nimero variable de unidades laminares, que oscila
de 2 a 11. Morfoldgicamente los sdculos en H. roubaui se caracteri-
zan por presentar a nivel de las zonas distales unas dilataciones a
modo de vesiculas, llenas de un contenido filamentoso y granulos
electrodensos de gran similitud morfoldgica con el contenido de las

vacuolas endoplasmdticas precursoras del vitelo tipo I.

- Las ldminas anilladas desempedan un importante papel en la sintesis




y empaquetamiento del vitelo proteico enddgeno.
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Explicacidén de las figuras

Figal Zona cortical de un oocito, donde se observan actumulos de la-
minas anilladas (LA) situadas cerca de la membrana plasmdtica.
M: Mitocondria. (x 12.160).

i 0 i Detalle de la fotografia anterior. Los sdculos que constitu-
yen las ldminas anilladas presentan una longitud variable y
muestran frecuentemente en sus extremos unas dilataciones a
modo de vesiculas con un contenido granular electrodenso (fle-
chas) (x 27.200).

Rigayd. Zona perinuclear de un oocito en vitelogénesis primaria: en
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las proximidades del nicleo se observa un sistema de laminas
anilladas (LA), constituidas por cuatro siculos. En: Envoltu-
ra nuclear; N: Nicleo; ng: nuage. (x 47.040).

Sistemas de ldminas anilladas en la regidn central del cito-
plasma. Ve: Vesicula endoplasmatica. (Fig. &: x 20.800; Fig.
5: x 47.040).

Sistema de ldminas anilladas muy desarrollado, constituido

por once saculos, que presentan a intervalos fijos, poros elec-
trodensos asi como dilataciones tanto en los extremos (flecha)
como en la zona media (¥*) (x 47.040).
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