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I-INTRODUCCION

Los mecanismos por los cuales una unica célula (cigoto) da
origen por medio de sucesivas mitosis, a estirpes celulares
diferentes, ha motivado a lo largo «¢de la historia, el
interes de numerosos investigadores. El fenomenn de la
"“diferenciacidn celular” se estudid primero con técnicas
morfologicas (Barcia, 1983). La introduccion de nuevas
técnicas permitid demostrar que en terminos moleculares, el
proceso comienzs antes que se evidencien cambios
estructurales. Hoy se acepta que la diferenciacidn celular
es controlada a través de una progresiva activacion génica,
la que a su ve: desencadena complejas y sucesivas sintesis
proteicas.

Si se considera en particular la diferenciacion del sistema
nervioso, es necesario contempl ar o5 aspectos de
importancia general: por un lado la expresicon tipicamente
morfoldgica de la diferenciacion, gue incluye el desarrollo
cdel axon, las dendritas vy los componentes citoplésmicos de
la neurona (grumos de Nissl, neurotibulos, neurofilamentaos
etcy)s por otro, un aspecto esencialmente topmlégica que
involucra la ordenacidn espacial de las células y de sus
terminaciones sindpticas.

Los dos aspectos anteriormente mencionados - morfoldgico y
topoldgico- pusden ser bien analizados durante el
desarrollo de las cédlulas fotorreceptoras del ¢jo compuesto
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de los insectos. Este organo muestra wna organizacion
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extremadamente ordenada, calificada de "red neurocristalina”
por Ready (Ready et al, 1976). Es resultante de la sumacion
de modulos o unidades pluricelulares que se repiten en forma
periédica. Esta organizacién modular facilita la exploracion
anatomica de las conexiones neurales, tanto en el estado
adulto como durante el desarrollo.

En la retina madura, existen modulos perifericos — las
omatidias— gue constituyen en la mayorfa de las especies dg
insectos, unidades anatomo—funcional es formadas pOF
fotorreceptores vy otros elementos no neurales. Cada
fotorreceptor posee en su segmento distal, estructuras
especializadas para la captacion de la luz, y en su polo
praximal , (referido al sistema nerviosa) estructuras
especializadas para la comunicacion interneuronal
(sinapsis). A nivel de los neuropilos sinapticos tambien
existen modulos, mas 0 menos individualizables segun las
especies:los "cartuchos apticos" de Cajal y Sanchez (191%) .
Los insectos holometabolos, ofrecen ventajas de in&nle
experimental, que los convierte en opciones dptimas cuando
se intenta estudiar el desarrollo de los drganos sensoriales
(Trujilleo—Cendz, 1983). Este proceso ocurre luego de la
eclosidn de la larva, la que pasa por diferentes estadios
identificables por su apariencia externa. En las larvas
existen agrupaciones celuares a modo de sacos o discos,
(discos imaginales) que representan los esbozos o primordios
de los organos del adulto. Las células que los &Dnetituyen
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derivan del ectodermo embrionario y son las unicas que en la



larva poseen capacidad mitdtica (las otras estirpss  de
celulas larvales reduplican su  ADN pero no se dividen). En
la larva de la abeja las celulas imaginales, Mo S8 agrupan
adoptando forma de disco, como se ve en los dipteros. Se
acepta sin embargo =21 termino de "tejidos imaginales" (Myser
1954) para denominar a los primordios de los organos. En
las larvas de pendltimo estadia, los futuros njos compuestos
s@ identifican como dos masas celulares ovaladas que yacen a
los lados del cerebro larval, sstableciendo intimo contacto
con @l mismo.

El desarrollo del ojo compuesto de Apis mellifera ha sido

poco estudiado y no existen trabajos realizados con
técnicas modernas. For el contrario, la estructura del ojo
compuesto maduro es relativamente bien conocida va gque fue
objeto de estudio de investigadores de la talla de Kenyon y
Cajal (Kenyon, 1897 y Cajal y Sanchez, 191%). Fosteriormente
Varela y Forter (1949), Ferrelet (19469) y Ribi (1975-197%)
exploraron el ojo compuesto de Apis utilizando técnicas de
microscopia electrdnica.

lLos primeras aportes sobre el desarrollo de Apis mellifera
fueron publicados por Philips en 1905. Este usd la
hematoxilina férrica como principal método de tincieon
tisular. Observd que en stapas larvales tempranas es posible
distinguir en el primordio del ojo compuesto, agrupaciones
celulares en forma de unidades independientes. Estos grupos
celulares indicarian el comienzo de la diferenciacidn de la

futuwra omatidia (protomatidia). Es de hacer notar que



Fhilips no aportd datos referentes al desarrollo de los
componentes neurales del ojo compussto.

El presente trabajo trata de los aspectos mmrfoldgicog s
expresan la diferenciacidn celular de los fotorreceptores
de abeja, desde el estadio de células epiteliales hasta el
mommiznto CLie completan =30 mACIT Sz | incluyendo la
diferenciacidn del polo sindptico. Es a ese nivel gque se
defing la maduracion circuital del sistema.

Los datos gue aqu{ se apgortan, SEran comparados con aguellos

va concidos  derivados del estudio del desarrallo de otras
2snecies de insectas holometabol os, particul armente
lepiddpteros, (Sanchesz y  Sanchesz, 1216} v dipteros

(Cajal ,190%9: Cajal vy Sdnchez, 191%: Melamed vy Trujillo-
Cendz, 1973: Trujillo-Cendz, 1982 y Meinertszhagen, 1973).

Con 21 proposito de definir tarminos v oconcephos, @ ha
considerado pertinente, incluir en esta introduccidn  una
somera descripoion de la estructura del ojo del  adulto.
Tambieén s@ ha inclufido con la misma intencion, en el
capitulo de Materiales v Metodos, un resumen de las etapas

del desarrollo de la abeia obrers.

I-1 Estructura Seneral del Odo Compussto de Apis mellifera.

Los ajos compuestos de la abeja obrera =@ eancuentean
localizados fronto-lateralmentes v oocupan  cazi toda la
longitud de la cabesza. En sus superficies se  observan

num-ososo pelos interpuestos entre las omatidias.



Cada ojo consta de dos ragiones principales: Lna
fotorreceptora (la retina) v otra de naturaleza neural ,
intimamente wvinculada al cersbro. Esta regidn neural
contiene tres TONAS, correspondi entes a tres niveles
fundamentales de conesidn sinaptica, gque de acuerdo a la
terminplogia intoducida por Bullock vy Horridge (196%), se
denominaron lamina, medulla v lobuls (Fig.1).

La retina esta compussts aproximadamente por 4000 omatidias,
formada cada una, por nueve celulas fotorreceptoras (Ribi,
1973), gue se proyectan a la lamins y & la medulla por
medio de axonss cortos v 1argm§ respectivamente  {Fig.2H
(fibras visuales cortas y largas de Cajal y Sanchez, 1915).
Desde la superfticie medial interna de cada fotorreceptor, se
gxtienden microvellosidades muy regulares, que contribuyen a
la Fformacion de un rabdoma central dnico. Se acepts
actuaimente gque el rabdoma es el lugar donde se localizan
los pigmentos visuales (Langer y Thorell, 1964). Cada wunidad
u omatidia, tiene.ademés un cong cristalino, wuna  lente
corneal y diversos tipos de células pigmentarias. (Cabe
senalar gque la informacicon referente al numerno y tipos de

células pigmentarias es todavia incompleta.



Ii- MATERIALES Y METODOS

La especie utilizada en este trabajo fug la abeja comun Apis
mellifera. S usaron larvas, ninfas y  adultos de obreras
colectadas em varias colmenas y en diferentes ébucaa del

aﬁ(:)-.

II-] Etapas del Besarrollg de Apis mellifera.

El periode embrionario dura aproximadamente tres dias, a
partir de la oviposicidn. Del huevo eclosiona una pequena
larva (1,6mm) gque crece rapidamente;la etapa larvaria abarca
seis dias, y en este periodo ocurren cinco mudas.

En el cuarto estadio (a partir de la cuarta muda), la larva
ocupa toda la celda y comisnza & hilar =1 capullo. Las
abejas nodrizas construyen el opérculo gue oblitera la
celda, y el insecto transcurre alli un periodo de reposo de
dos dias, correspondiente a la llamds fase prepupal. buandu
se produce la guinta muda, cqmienza la pupacidn o periodo
nintal. Al cabo de n&hm nueve dfas tiene lugar la sexta y
Gitima muda de la cual emerge el imago luege de cuatro o
cinco dias.

Los datos agui mencionados, han sido obtenidos del completo

trabajo de Myser, (19%4) y del libro de Snodgrass, (19546).




11-2 Tecnicas Histoldgicas.

I1-2~1 Tecnicas de Microscopia Elacttéﬁigg,

Los tejidos larvales, ninfales vy adultos, Ffueron Fijadaos

previa diseccidn, en una de las siguientes soluciones:

1} Paraformaldehido 10% ——~-=————=—- Sml
Gilutaraldehido TN S e i 0,9ml
Buffer Faosfato pH7 43 w————m=mmee—. S5ml

2) FHicromato de potasio 34 ———r—— 10ml
Hidrdxido de potasio 2,5N ———=——- 1,2ml
Tetrdxido de Osmio B =i Zml

(esta Sltima solucidn se conoce con el nombre de fijador de
Dalton) (Sjdstrand, 1967)

El material fijado en 1la solucion dialdehidica, se mantuvo
en la misma durante dos horas y luego de sucesivos lavados
en solucidn tamponada de fosfato segun Sorensen (8jdstrand,

1967), se procedid a su osmificacidn (0s04 al 1% en la misma

solucidn tamponada). El tiempo de osmificacidn varid entre
20 y &0 minutos. Cuando se utilizd la mezcla de Dalton la
fijacidn se realizo en una sola etapa, ya que esta soluciodn
fijadora contiene Os04.

Todos los especimenes, independientements del fijador

utilizado, experimentaron un idéntico proceso de inclusion.

La deshidratacion se realizo en alcoholes de graduacion’
creciente, y previo pasaje por acetona al 100% (1 hora), el

material se incluyd en resina epdxica (Durcupam AMC, Fluka).



Se procedid luego a la obtencion de cortes cuvos 9Spesores
variaron entre 1 y 2 micras ques {fusron examinados, previa
tincidn con azul‘de metileno boraxico, bajo un microscopio
de lur. Este procedimiento permite seleccionar el arga gque
ﬁaaterimrmente SEra eatudi ada £on &l microscopio
glectrdnico. Los cortes wltrafinos (S00-1000 ), B
obtuvieron con un microtomo LEB-Ultratoms, provisto de

cuchillas de vidrio. Antes de obtenerlos se procedid a un

preciso "tallado" del area seleccionada. Las series de
cortes se recogieron en grillas de ranura (1 = 2 mm) vy se
depositaron sobra una membrana de soporte constituida por

polivinilformal. Los tejidos fusron doblemente tefidos con
acetato de wanio vy coitrato de plomo en  atmdsfera de
nitrdgeno (10 minutos) . Fara la obtencion de las
microgratias electrdnicas se usaron  indistintamente dos
microscopios electronicos (modal i dad de transmision)
manufacturado por Siemens (Siemens 1B o Jeol GJem CX 100).
Lose negatives fueron ampliados en un sguipo marcse Durst
provisto de objetivos intercambiables. 8a utilizaron
conunmente papeles fotosensibles de contraste medio.

Es pertinente hacer notar gue la sstabilizacidn de las
membranas celulares de los tejidos larvarios de abeja,
plantean serias dificultades. Se obtuvisron preservaciones
calificables como aceptabl es s5lo =l las regliones
peri¥éricas de las piszas. Este fendmeno &3 particularmente
notorio cuando se wusa el i jador de Dalton., La mezcla

dialdehidica, e en otras pspecies brinda una



estabilizacion satisfactoria de las membranas, en los
tejidos larvales e la abeja solo permite alcanzar
resultados medigores. En este contexto general, las mavores
dificultades las ofrecen los neurcpillo sinapticos. Solo en
pocas ocaciongs vy de manera irregular, se hallaron en la

masa tisular, zonas bien preservadas.
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11-2-2 Tecnicas Cromo-Aragénticas

Bajo este subtituwlo se incluyen un conjunto de variantes de
la técnica original de Gelgi (Cajal y Castro 1972) adaptadas
al sistema nerviosg de los insectos por  varios autores
(Kenyon 1897, Cajal y Sanche: 1915, y Strausfeld 1971).
Todos estos procedimientos constan basicaments, de uma stapa
de fijacidn bicromica (bicrdmica-aldehidica © bicrdmica-—
nemical y una segunda de impregnacion argentica. La variante
comunmente usada es la siguientes:

a) fijacidn de los tejidos en una solucidn de Cr 07 KZ al 5%
a la cual s le agregan cantidades variables de formaldehido
al A%

b) Impregrnacidn del material en una solucidén de AgNoI al
G, 73% «las piezas parmanscen 2n la plata de uno a tres dias.
Una vez impregnadas, son deshidratadas ¢ incluidas en resina
epdrica (Durcupam AMC Fluka), cuya consistencia fue adaptada
a la opbtencidn de cortes gruesos. Estos se efectuaron en un
microtomo Spencer de deslizamiento a espesores variables
entrae &0 y 70 micras. Las secciones 2 depositaron
ordenadaments sobre una hoja vinilica "Mylar" provisto por
(Carolina RBiological Suppliesco) utilizando como medio de
montaje la misma resina. Lusgo del "curado" de la resina a
&0 grados centigrados, los ‘preparados fusron estudiados en
microscopios e lur (Zeiss o 0l ympus) equipadm% con maguinas

fotograticas y tubos de dibujo.
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Eg bien conocido gque las téconicas cramanargéﬁticaa can
raaultadng aleatorios. Advierte Cajal: "Es necesario tener
presente, que la experiencia vy perseverancia del aprendiz,
contribuyen decisivamente... el principiante no debe esperar
resultados brillantes... hasta no haber realizado, miltiples
b culdadosos ensayons” {(Cajal ¥ Castro 1972 .

Cuando se trata de los tejidos larvarios, de Apis mellifera,

las buenas impregnacionss son esnasas. Los datos ocus se
presentan  en este trabajo sony @l resultado de la
impregnacidn de mas de cien ejenplares, en distintas stapas

del desarrollo.



11l RESULTADOS

111-1 Diferenciacion de los Fotorreceptores

ITI~1--1 Fasge Larval

Como yva se& ha mencionado en 1a intruduccién, los primordios
de los ojos compuestos se hallan adosados al cerebro larval.
Un corte coronal a traves de uno de sstos prisordios, en la
gtapa prepupal, permite reconocer a la futura retina v a los
grupos de ceélulas y haces de fibras que dardn origen a la
lamina, medulla y lobula (fig.3).

En este mismo estadio, 1a observacion "in vive", bajo
micruﬁémpiu de diseccidn, del epitelic gue dard origen a la
retina, muestra wun gradiente de pigmentacidn con un mdximo
en la zona dorsal. En cambio, la zona ads  ventral
practicaments carece de granos de pigmento. FParalslamente
las células que alli yacen conservan el aspecto de células
gpiteliales indiferenciacdas. La aparicidn de granulps de
pigmente es  un signo gque facilita apreciar el grado de
maduracicn de la retina.

lLa zona dorsal pigmentada, contiene agrupaciones celul ares
identificables £ Cime "protomatidias®. En los cortes
longitudinales, las futuras celulas fotorreceptoras se
muestran como elementos mas  alargados que  las epiteliales
comunes. En algunas ocasiones se puede evidenciar la
presencia de axones gque nacen de sus polos ﬁroximales. El

microscopio electrdnico muestra claramente a las unidades
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protomatidiales formadas por grupos de nueve células, una de
las cuales ocupa el centro de cada unidad (fFig.4) En esta
aetapa del desarrollio, =1 citoplasma  de los futuros
fotorreceptores contiene mitocondrias, lisosomas vy cusrpos
densos & irregulares gue corresponden a los granwlos de
pigmento observables bajo el microscopio de luz.

Es de hacer notar que entre los protofotorreceptores existen
uniones "septadas® (fig.4), descriptas tambien en olras
aspecies de insectos, tanto en 21 estadio adulto como
durante el desarrollo (Gehring 1973, Lane 1984). De la zona
apical e cada unidad ératnmatidial, protruysn
microvel losidades, mds largas y regulares gug las que se
aobservan en las células indiferenciadas (fig.5).

Tal cual Fue descripto por Sdancher vy Sanchezr (1916} en
lepidopteros v confirmado por  Trujillo vy Melamed (1973 en
ios dipteros, los fotorreceptores de los insectos pasan
durante su desarrollo, por uwuna setapa bipolar. El uso del
cromato de plata ha permitido tambien reconocer. esta fase
en 81 curso de la diferenciacidn del ojo compuesto de Apis
mellifera. Es posible identificar dos poblaciones celulares
hipolares: una constituida por células cuyos Somas yacen
cercanas a la superficie del epitelio, vy por lo tanto possen
una dendrita apical corta, y otra formada por células con el
soma mas alejado v con la dendrita apical larga (fig.&).

En los dipteros muscoides se pudo comprobar gue las celulas
con dendritas apicales largas son las gue dap origen a los

compleijons celulares centrales en la omatidia 7/8. En &l casa
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de la abeja no se ha podido establecer con exactitud, la
correspondencia que existe entre las diferentes poblaciones
celulares, v los diversos tipos de fotorreceptores
identificables en el adulto.

Si se desea explorar el futuro polo sindptico de Jos
fotorreceptores, es necesario alcanzar los primordios de los
centros visuales ubicados muy prdximos al cerebro larval.

En la fase prepupal existe una zona primordial comun en la
que pueden distinguirse los grupos de neuroblastos que daran
origen a las neuronas de la lamina y medulla respectivamente
& 25 B (e,

Cabe hacer notar gue en los estadios larvarios avanzados
{prepupal, los axones de los futuros fotorreceptores ya han
llegado al primordico de la lamina. En los cortes
transversales que pasan a traves de la zona mas superficial
de la misma, @1 microscopio electronico premite distinguir
grupos ordenados de axones. A nivel mas profundo, sus
terminaciones en forma de masa, se intercalan con
neuroblastos y con las prolongaciones de los primeros
elementos neurales diferenciados. Dichas terminal es
inmaduras, estan provistas de filopodios y microespinas
figu7). Con el microscopio electrdnico se pudo comprobar
que los filopodios vy microespinas, establecen contactos
entre si y con otros procesos neuronales. Estos contactos se
caracterizan p o la existencia de densificaciones
simétricas, tales como las descriptas, en otras especies

(fig.8). A madida gue transcurre el desarrollo, los



15

filopodios comienzan a disminuir en nlmero, hasta que
practicamente desaparecen al alcanzarse el estadio adulto.
Sin embargo, algunas de las terminaciones sinapticas del
adulto, exhiben un  aspecto "deshil achadao" {(Cajal Y
Sanchez , 1915) gue tal vez pueda corresponder a remansntes de

filopodios existentes en etapas anteriores.
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I11I~1-2 Fase Ninfal

La stapa ninfal es el periodo mas gralongado del desarvolio
de la abeja. En esta etapa desaparecen todos los tejidos
larvales que son sustitufdos por aguellos originados a
partir de las células imaginales.

Los cortes longitudinales de la retina de ninfa, muestran el
alargamiento de los fotorreceptores, la pérdida de sus
dendritas apicales al igual gue el alargamiento de sus
avones. En  algunos casos  se pudo constatar la presistencia
de una dendrita apical con un abultamiento esférico (Fig.9).
Un hecho similar fue descripto por Sanchez (1914) en las
ninfas de lepidopteros. Las técnicas de microsconia
electronica peraiten reconocer con claridad, la disposicion
de los futuros fotorreceptores. Estas S agrupan
circularmente, siguiendo un modelo gue s repite con
regularidad en  amplias zonas de la retina (fig,10). i.as
mismas tecnicas tambien premiten ver, el comienzo de la
diferencicidn del rabdoma. En la zona central de cada
omatidia, se gncuentran las primeras microvellosidades
rabdoméricas. Estas  son irregulares en tamaho v forma, sin
evidenciar aun un clarc patron de ordenamiento (fig.10
insertol. A ese nivel, el citoplasma presenta mavor densidad
glectrdnica y hay ausencia de organelos citoplasméticos. En
las membranas de las microvellosidades v oen las superficies

de los fotorreceptores, se pueden encontrar figuras "omega”
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(fig.10), hecho gque sugiere una activa sintesis o reciclaje
de membrana plasmética. Tal cual ha sido descripto en la
abeja adulta (Varela v Porter,1949) v en otras especies de
ingectos, los fotorreceptores ninfales estan yva vinculados
por medio de desmosomas que circundan la zona del rabdoma.
En @l citoplasma de estas células, se observan abundantes
mitocondrias v densos grdanulos de pigmentos. En la otras
areas de contacto  interreceptorial, =3 =] verifica la
persistencia de unionss septadas.

Entre los protofotorreceptores corren longitudinalmente,
cuatro estructuras de seccion ovalada gue corresponden a la
prolongaciones de las celulas gue forman el cone cristalino.
Se conocen con la denomincidn de “raices del cono”. Estas
prolongaciones se presentan siempre con un diametrd mayor en
ia etapa ninfal gus en el estado adulteo (fig.1O).

Las células pigmentarias de la retina forman una corona que
rodea v aisla cada unidad visual (fig.1il). En el curso de la
fase ninfal estas células aparecen vinculadas entre si por
medio de zonas de intima aposicion de membranas, gque
obliteran en forma localizada 1 espacio ewtracelular
(fig. 11l dinsertol. Tambien se ha constatado la pressncia de
zonas ocluyentes entre las células pigmentarias vy los
futuros fotorreceptores.

En 1a‘ninfa priste un considerable espacio entre la retina y
la lamina, inexistente en 2] estado larval. En sete sspacio
SE VEN, numarosos hacss e  axones, bapados por  1a

hemoloinfa, la gue contiene a su vez, variados tipos de
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celulas macrofdgicas. Cortes tangenciales gque pasan a traves
de los sectores mas superficiales de la lamina ninfal,
muestran con claridad la xistencia de grupos de  nueve
axones en  transito hacia la zona gsindptica. Estos axones
carscen de vainas individuales, sin embargn, cada grupo ssta
aislado por una cubierta de citoplasma glial (fig.l12).

La organizacidn estructural de la lamina exhibe ya un
aspecto similar a la del  adulto. Las terminaciones
sinapticas de los fotorreceptores se tifen con relativa
facilidad con el método de Golgi, estas =on mas largas que
1as observadas en =1 esstadio ‘larval v  todavia poseen
espinas (figs.13,14). Con ! mismo método cromo-argéntico,
ge pueden reconocer las carcateristicas mofoldgicas de las
neuronas de segundo  orden, con las cuales establecen
sinapsia los fotarreceptores. Se observa tambieén la
gisposicion de algunas de las fibras centr{+ugas, aun
inmaduwras, qgue forman parte de los complejos sistemas
aferentes descriptos en el adulto por Cajal (1715

(figs.15,16).
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IIT-1-3% Fase Adulta

81 bien agui se ha estudiado fundamentalmente, el proceso de
la diferenciacidn de las cédlulas fotorreceptoras. Este
andlisis creceria de un contexto adecuado, =i no se
incluyeran algunos datos scobre la estructura del ojo adulto.
Estos sdlo confirman observaciones realizadas npoy otros
investigadores (Ribi 1975,1979 v Varela v Forter 19469). Los
datos de Varela y Porter sobre la retina madura de Apis
mellifera indican gue los fotorreceptorss tiensn un largo
aproximado de 350 micras vy un diametro decrediente de 21,5
micras. bBstos autores dividen al soma de cada fotorreceptor
en tres ronass

1Y Una zona pigmentaria: corresponde a la porcidn apical,
donde se localizan gran nimero de granulos de pigmento,

2) Una zona nuclear: caracterizada por la presencia del
nucleo y donde disminuye la concentracidn de pigmento.

3) Una zona tubular: corresponde a la porcion basal de la
ce@lula. Presenta menor cantidad de mitocondrias gue 1as
zonas anteriores vy aparecen aqui los primeros neurotibulos
que seran abundantes a nivel del axon.

Cada omatidia contiene nueve células Ffotorreceptoras que
siguen un modelo  fijo respecto a sus disposiciones
espaciales referidas a las tres cordenadas clasicas del ojo
compuesto (ejes,H,v.2) (fig. 18a} (Ribi,l???).‘ﬂchn de estas

células se encuentran en toda la longitud de la retina, la
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novena &s muy corta vy aparece s0lo prddima a la membrana
basal (Prrelet, 1949),

La disposicidn espacial, la organizacidn citoldgica vy la
estructura del rabdoma sg muestran en la (Fig.i7).

En cada fotorreceptor las microvellosidades rabdoméricas se
origntan perpendiculares al ejs longitudinal de cada cédlula.
En los cortes transversales de las omatidias, se observan
las microvellosidades en dos direcciones preferenciales gue
sg conservan a lo largo de la totalidad del rabdoma
(fig. 193,

Los nuesve axones que nacen de- s fotorreceptores, e
dirigen a la lamina, atravissan la membrana basal y sufren
una torsidn  de 180 grados. Terminan en una misma wunidad
sindptica llamada "cartucho dptico® (Cajal ,1915). Es
importante sehalar gue estos cartuchos son menos evidentes
que en los dipteros.

En la abeja la proyeccidn retina-lamina es directa Ya Que no
existe el "guiasma externo” de Cajal presente en  los
dipteros musceoides. En la medida que los arxones contactan
con los procesos laterales de las prolongaciones axonicas
de las neuwronas de la lamina, se establece la organizacidn

definitiva de los cartuchos Opticos. Como va se ha sefial ado,

1os cartuchos de Apis pellifera, no son claramente visibles
coma unidades idependientes (Trujille,198%).Con la ayuda dei
microscopio electrdnico, se ha detectado una distribucidn
constante de los grupos de terminales sindpticas de los

totorreceptores, comparable & la de un mosaico hexagonal
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(Ribi ,1979). Como se observa en &l esguema adjunto (fig.18b)
no todos  los axones  tiensn el.miamo didmetro. Agquellos gue
nacen de los fotorreceptores 7, 8 vy 9 son mds delgados y
terminan en  la segunda estacidn sindptica o medulla (fFibras
visuales largas). Los seis awxones restantes son de mavor
didmetro v terminan en la lamina (fibras visuales cortas).

Ribi estudid minuciosamente la lamina.y las terminaciones de
los fotorreceptores. El afirma que es posible identificar
morfologl camente, la terminacion sindptica dea cada
totorreceptor vy correlacionarla con su  correspondiente

célula fotorreceptora en la retina.
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IV- DISCUSION

“La diferenciacidn celular puede vy debe ser encarada a
diversoso niveles, los cuales se encuentran, sin embargo
totalmente integrados en la realidad bioldgica de cada
célula" (Garcia,loR3).

Como ya se ha indicado en la intreduccion, este trabajo
cubre fundamentalmente, algunous aspectos de la expresion
morfolagica de la diferenciacidn de las cé&lulas

fatorreceptoras del ojo compuesto de Apis nmellifera. Se han

omitido datos referentes a la maduracion del aparato
dioptrico y de las células pigmentarias, pero se han
incluido algunos datos & imagenes relacionadas con  la
maduracion de las neuronas y fibras centrifugas de la
lamina.

La organizacion estructural de cada fotorreceptor, esta
adaptada a la recepcidn vy transmision de la infnrmacién
contenida en la luz. En la Clase Artropoda 1a funcidn
receptora-trasductora del estimulo luminico, se realiza en
el rabdoma. Este esta formado por las 1lamadas
“microvallpaidadas rabdoméricas" que contiensn las moleculas
fotosensibles y cuya superposicion ordenada, constituye uno
de los factores que aseguran la mixima captacidn y
aprovechamiento energético de los fotones. Es hoy bien

conocido que 21 rabdoma, al iguwal que los articulos externos



de conos vy bastones en los vertsbrados actuan como guia de
orndas (Menzel v Snyder,1974).

En Apis tal cual acontece 2n la mayoria de las especies de
insectos las microvellosidades de los fotorreceptores
contribuyen a la formacidn - de un  rabdoma central, .dnicm
"rabdoma fusionado”. No cabe duda gue la difernciacion de
esta estructura =25 uno de los eventos mas importantes en el
proceso de maduracion de  los fotorreceptores. Bl fendmeno
comienza en 21 periodo post embrionario, mias precisamente en
la etapa ninfal.

Such {1973) considera, &n base é investigaciones realizadas
en un fasmido (Carausius morosus), que las microvellosidades
apicales observadas en los protofotorreceptores larvales,
representan los  primeraos eshbozos del rabdoma. Este aubtor

deduce gue los movimientos celulares gue tienen lugar a

partir del estadio  larval, llevan a las células a
invaginarse "inclinandose progresi vamente'. Estos
movimientos celul ares determinarian que ias

microvellosidades, primitivamente apicales, se alinearian
ordenadamente a Io largo del sie longitudinal de la futura
onatidia. Esta hipotesis esta bsada en la posicion que
oeupan las uniones de membranaa a2ntre los fotorreceptores
adultos (leongitudinales vy paralelas al eje mayor de la
mmatidia). Segin Such esto ha de considerarse una
consecuencia de la lateralizacidn de la superficie apical de
cada célula. FPor lo tanto las microvellosidades que en las

primeras etapas eran apicales, en @]l adulbto ocupan una
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posiciéﬂ mesial. Las especializaciones de membranas (zdnula
adherens) actuarian Como "marcadores celulares" que
permitirian deducir los citados movimientns.

Las imagenes obtenidas en la etapa larvaria demuestran
concluyentemente que los protofotorreceptores posean
microvel losidades. Sin embargo, no caben dudas gue estas
microvellosidades son diferentes a las gue se observan en el
periodo ninfal, en la zona de crecimiento del rabdoma. Las
microvellosidades presentes en la larva, son muchos mas
largas vy regulares que las que se ven en la etapa ninfal.
Ademds en  1os dipteros el rabdoma se origina a partir del
crecimiento de microvellosidades cortas e irregulares,
existentes a 1o largo de la superficie latero—-medial de cada
fotorreceptor. §in adelantar una opinidn definitiva,
nuestros datos no son  totalmente coincidentes con los de
Such. Seria necesario emplear técnicas de marcado celular
(especificas de la superficie apical) para lograr aportes
definitivos sobre este punto.

Al comparar las observaciones realizadas en el estadio
nimfal con las imdgenes de la omatidia en el adulto, las
diferencias morfoldgicas son significativas. En el adulto el
rabdoma aparece como una estructura compacta que ocupa un
valumen considerable da la unidad omatidial. Sus
microvellosidades son requlares y estan ordenadas siguiendo
dos direcciones, perpendiculares entre si. Segun Ribi (1973)
la orientacion de las microvellosidades es constante a lo

largo de toda la longitud celuwlar, y no habria "torsion®,
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hecho importante cuando  se considera al  rabdoma Como
Panalizador” de luz polarizada.

Tal cual ha sido reiteradamente mencionado, los sventos
morfoldgicos solo son la expresion de fenomenos mas basicos
gue tiensn lugar a nivel molecwlar. En estos dAltimos anos se
han hecho neotables progresos referentes al conocimiento de
la diferenciacidn de la células mediante la introduccidn de
técnicas de biologfia molecular. Son destacables en este
contexto, los trabaics del grupo de Renzer an Drosophila
(Venkatesh, 1985, utilizando anticusrpos marcados  con
compuestos fluorescentes. Con estas te@cnicas se exploraron
dos niveles de organizacidn que podriamos llamar semimicro vy
micro. El primero permitid aportar datos sobre el ensamblado
celular a nivel omatidial, v el segundo posibilito un
andlisis morfoldgico mas fino . Lo datos  obtenidos
corrfirmaron gque la unided omatidial no s de origen clonal,
sino gque surge del reclutamiento ordenado de las células
indiferenciadas. Se correlacionaron ademas los cambios
morfoldgicos que experimentan las células con la aparicidn
de determinadas especies proteicas durante el desarrollo.
.Respecto a la diferenciacidn de la parcidn neural del aio,
mis precisamente de la lamina vy la medulla, el presente
trabajo s6lo aporta datos gensrales. Se varifico ﬁue al
igual de los gue ocurre =n Odonata (Mouse, 1974) la lamina y
ia medulla surgen de una masa dnica de newoblastos. El
amdlisis a nivel celular permitio comprobar .que tal cual

acontece en  obtras especiasg, log extremos proximales de los



protofotorreceptores, poseen numerosos filopodios gue  wvan
desapareciendo "pari pasu” con  la maduracidn del sistema
narvioso. Es razonable pensar gus a2l reconocimiento  del
"hlanco correcto” tiene ccomo sustrato molecular, lIa
identificacidn por cada célula en crecimiento de una especie
proteica comin, tal wve: constituvente de la mesbrana
plasmatica.

Es licito JFinalizar esta discusidn, exponiendo en forma de
intarrogantes, las incognitas gL AL plantea la
diferenciacidn de la porcidn neural del ojo de @pis
mellifera. \

1) Cual es la guia gque permite a los éxonea de los
fotorreceptores encontrar su camino a la lamina v assgurar
@l establecimiento de conexiones correctas?

En los dipteros esta guia la constituye el 1lamado nervio de
Bolwig formade por  axones provensinientes de un  drgano
fotorreceptor larvario. El disco imaginal del oio esta
intimamente unido  a esté nervio v cuando las células del
disco se diferencian, los anones neoformados se suman a los
va existentes y entran con ellps a la lamina. (Trujiileo-
Cendz, 197%.

En  Daphnia magna las observaciones de Lopresty (1974)
sugieren la existencia de un mecanismo diferente pero
andlogo en su esencia. Durante el desarrollo del ojo de este
crustdcen, madura precozmente a partivr de un fotorreceptor,
una fibra nerviosa gue de alguna manera sirve de gufa al

resto de los axones. Lo gue aun no queda claro, es el
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mecanismo por =1 cual esta fibra pionera encuentra  su
caming.
Ern Apis no se ha encontrado un nervio similar al de Bolwig
ni se ha podido comprobar la maduracion preco: de una fibra
fotorreceptors.
2) Cuidl es la funcionalidad de los filopodios?
Es probable gue la funcion de los filopodios y microespinas,
sea la de permitir el movimisnto de las terminaciones de los
Hones v facilitar la realizacion de contactos
intercelulares transitorios.
El microscopio electronico muestra a nivel de los neuropilos
inmaduros, especializaciones simétricas de las memhbranas,
particularmente a nivel de los extremos de los filopodios.
Es posible qus  representen puntos de intercambio de
informacion que gquian a la célula a su destino definitivo.
Los experimentos de Bastiani (1785) de transplante de
sistema nervioso central en embriones de Drosophila,
demuestran la selectiva afinidad molecular, que presentan
los filopodios de los conos de crecimiento. Estos serian
capaces de reconocer neuronas vy zonas especificas de  sus
prolongaciones.
Se ha de sefalar por dltimo que el oijo compuesto de los
insectos no es ni  estructural ni funcionalmente homoganso.
Existen zonas de diferente acuidad visual vy con distintas
sansibilizaciones espectrales. No  hay duda  gus estas
heterogeneidades suwrgen durante el desarrollo., 8in embargo,

28 poco 1o qgue se ha podido adelantar en este campo. Solo se
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mencionara un  dato fragmentario  aun, obtenido duwante la
realizacidn de este trabajo. En la etapa ninfal cada
omatidia aparece como "enclaustrada' por wuna corona  de
citoplasma proveniente de células pigmentarias. Estos
procesos citoplasmicos  estan vinculados entre si y con los
fotorreceptores por uniones ocluyentes. Esta peculiar
organizacidn sugiere gue concluido el reclutamiento celular,
v Fijada ya la ubicacion espacial de cada fotorreceptor en
la wnidad omatidial, .Ee abliteran las posibilidades de
comunicacidn humoral entre cé€lulas de omatidias diferentes.

Eg obvio gque con tecnicas puraménte morfologicas, no s
posiblie aclarar los problemas fundamentales, gue todavia se
mantienen respecto a la diferenciacion del ojo compuesto y
del sistema nervioso central. También es cierto sin embargo,
que una correcta descripcidn morfoldgica, constituye una
bhase fundamental e imprescindible para la realizacidn de

epastudios futuwros con otras tecnicas.
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V- FIGURAS Y LEYENDAS

Figura 1.- Representacién esquematica de un corte coronal
del oio de la abeja adulta. Se muestra la retina (R) y la
dispasicion de las tres principales estaciones sinapticas:

(l,a) lamina, (Me) medulla y (Lo) lobula.

Figura 2.~ Esquema representativo de los circuitos neurales
bdsicos involucrados en el procesamiento de la informacion
en 21 seno de las dos principalés estaciones sinapticas. Se
muestran los dos tipos de fibras nerviosas originadas de los
fotorreceptores retinianos: a) "fibras visuales cortas” gue
establecen sinapsis con los diversos tipos de neuronas de la
lamina y b) "fibras visuales largas" (flecha) gue terminan
en la medulla.

Se muestra tambien en forma simplificada, la articulacion
sinaptica de uwna neurona monopolar de la lamina con la
segunda neurona de la via optica ubicada en la medulla. La

sefializacion es la misma que la usada en la figura 1.
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Figura 3.- Diagrama gue representa un corte histoldgico
coronal a través del primordio del ojo compuesto de Apis
{(larva prepupall. Este ssgusma permite reconocsr la
ubicaciodn de la futura retina y de los primordios neurales
con sus respectivos acdmulos de neuroblastos (tramas sobre
fondo coloreado) (l,a} lamina) (NL} neuroblastos de lamina
(M) medulla (Nm) neuwroblastos de medulla (Lo) lobula. A la
derecha del diagrama se encuentra la clave de colores,
tramas v letras gque permiten Jddentificar las distintas

gstructuras del ojo.



Figura_ _4.- Corte ligeramente oblicuo respecto al eje
principal de una protomatidia larval. 8Se observan nueve
protofotorreceptores (1-9), wno de los cuales (9) ocupa la
posicion central. A nivel de las superficies de contacto
inter-receptoriales se puaden encontrar especializaciones de
membrana con  las caracteristicas de las llamadas "unionas
septada” (circulo pequefio en la micrografia panoramica en
inserto a mayor magnificacion). En el citoplasma de laos
protofotorrecptores se observan numerosas mitocondrias,
granulos irregulares de pigmentn' vy lisosomas. (F) futuras

celulas pigmentarias. 28.800 X (inserto) 72.400 X.
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Figura S.- Esta micrografia electronica muestra cortes
transversales y longitudinales de numerosas
microvellosidades (MVS). Esta nacen de las superficies
apicales de los protofotorreceptores larvales y se proyectan
desde la superficie de la futura retina hacia el espacio

extracelular. 70.000 X.







. fase bipolar tefidos por medio del cromato de plgta;';Se'
_.'-'"_ "f ; y : I3 : e
‘constata la existencia de dos tipos de protofotarreceptores:

v et o ey

fgl con dendrita apical corta y el soma ceréana';a la
superficie del epitelio y b- con dendrita apical larga y el

soma mas alejado. Aprox. 2.800 X. A .
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- Figura 7.~ Impregnacion argentica (cromato de plaéa).dé'las

' terminaciones de los axones provenientes .de& los

'iﬁﬁdtufntorreceptares larvales. En este estadio ya forman una
P

L 4 - i
rempalizada regular en el seno del primordio de la lamina.

fExhiben forma de masa (flecha) vy estan provistos de
S o £
‘“numerosos filopodios y microespinas. Aprox. 1.000 X. '
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Figura 8.~ Micrografia slectrdnica de un corte a travaés de
la futura zona sinaptica, en el primordio de la lamiﬁé.
(estadio prepupal). Los Ffilopodios IQQE cubren a ;ﬁs
terminaciones de los protofotorreceptores establecen eﬂ#%e

1'.‘_-- .

si, v con las prolongaciones de las futuras naurnnasﬁ&&e

segundo orden, numer osos contactos.” Las mqmbrqépit

3 ’_:;., A p!
plagméticas musstran en eg50s puntos de cénta&#ﬁ,
dengificaciones simetricas (flecha € insertol. Las

estructuras de aspecto tipicamente sindptico san escasasm;kl
asterisco indica una zona de contacto intercelular en la
cual s observa un esbozo de densificaciones presinapticas.

En esta micrografia se ponen en evidencia las di%icuﬂtaéiﬁ
que se enfrentan al intentar fijér adecuadamente el tejido .
nerviose larvario. En NUMEBrosas ZONAS =13 Dbs&ry;n
discontinuidades o rupturas de las membranas plasméticii;

43,700 X tinserto) 131.000 X.






b

Figura wi En esta micfﬂfotagréffé S destaca _{un
fotorreceptor inmaduro ubicado en la retina de una ninfaﬁde
Apis. En esta stapa del desarrollo no se ha modelado :ia
morfologia final de los elementos retinianos. Se ubse;va
ademas del axon (Ax) dirigiendose a la lamina, &l r&mane;te
de una dendrita apical larvaria con un abultamiento en;el

extremo. (Impregnacion con el método de Bolgi). Apox. 1,é00

X—



AX
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Figura 10.~ Corte trnsversal de una omatidia ninfal en €

muestra la disposicion espacial, en forma circular, de
fotorreceptores (1-8). La novena célula no es visible ya &
i :
f‘!"

esta ubicada a un nivel mas profundo cercano a la

basal. En la zona central de la omatidia, se ven imih,j

que corresponden al pruce50-§de diferenciacion del rabdo

Las microvellosidades r‘abcéaméri.cas inmaduras (MVS)

irregulares y no estan ordehadas. Se pueden ver unlﬂ.hs
o

desmosomicas (asteriscos) !& 05, C DM B« .:”;..$W_'

encontrar figuras "omega" (flecha e inserto a mayor

aumentol). Las prolongaciones de las celulas del
cristalinog (Cc  1-4) exhiben en esta etapa un diametro

que en 21 adulto. 17.200 X {(inserto) 51.800 X.






Figura 11.- Corte transversal de una omatidia ninfal, en gQue
se ven las nueve células fotorreceptoras (1-9) y la corbna
de celulas pigmentarias, que rodean cada unidad omatidial.
Estas células pigmentarias se vinculan entre si y con los
protofotorreceptores por zonas de intima aposicidn :de
membranas. Estas uniones obliteran . el espacio extrag.}ujlr
(flechas en micrografia panoramica e inserto) (Cc 1-8)

prolongaciones del cono cristalino. 14.000 X (inserto)

145.000 X.






Figura 12.- Corte

superficial de la
caracterizada por
formadas por la

provenientes de
carecen de
cubierta por

(Cg) célula glial.

las protomatidias
vainas

gruesas
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tangencial a traves de la zona mas

lamina (estadio ninfal). Esta region esta

la presencia de numerosas unidades

agrupacién de nueve arones (1-9)

retinianas. Estos axones

individuales, pero cada unidad esta

prolongaciones gliales (asteriscos)

19.200 X.
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Figura 13.~ En esta micrografia obtenida de ug&kpfﬁiﬂlﬁﬂo,
teﬁidaiﬁon el metodo de Golgi, se observan dos haces;“di
axones (asteriscos) provenientes del primordio de la retina.
También se ven terminaciones (flechas) en la zona del futuro
neuropilo sinaptico de la lamina. En este estadio (ninfa)
las terminaciones de los protofotorreceptores son m&s largos
que en la larva, pero conservan aun algunas microespinas.

Aprox. 800 X.

Figura 14.- En etapas ulteriores, las terminaciones se
alargan mas y pierden todos sus filopodios. Se conservan sin
embargo, microespinas que confieren a las terminciones un
contorno irregular. Impregéncién con el método de Golgi.

Aprox. 1.000 X.
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Figura 15.— En el periodo ninfal ya se reconocen algunaﬁ;de
ins tipos de neuronas de segundo orden gque caracterizan-gila
lamina del adulto. La Fflecha senala el soma de <$na
"monopol ar gigante". Completamente tenida por el croma#gzde'
ﬁiata. El asterisco indica a uno de los componentes neuﬁ?}ea

qué integran los sistemas de las l11lamadas "fiﬁras

centrifugas".Aprox. 1.000 X.

Figura 16.—- En este mismo estadio se puede constatar que los
segmentos terminales de algunas de estas fibras centrffuéls,
*

estan ﬁubigrtas por microespinas vy filopodios (+leeﬁa)

(tincidn con cromato de plata). Aprox. 1.800 X.
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Figura 17.- Corte transversal de la omatidia en un individuo
adulto en ;el que se observa la disposicion de las células
fntnrreceptoras (1-8). El1 rabdoma (R) aparece como una
estructura compacta de alta densidad electronica. Las
flechas indican las prolongaciones emanadas del cono
cristalino. Los fotorreceptores contienen abundantes
granulos de pigmento (P) que son mds numerosos en las zonas

mas apicales de las cé€lulas. 17.000 X.
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Figura 18.~ Esquematizacion de una omatidia y de sus
terminaciones axonicas en la lamina de la abeja. (Basada en
un dibujo del trabajo de Ribi (1979).

a— Corte transversal de una omatidia en que muestra la
ubicacion de 1las celulas fotorreceptoras (1-9) referidas a
la disposicion de las terminaciones sinapticas en la lamina.
Se puede observar la contribucidén de los distintos
fotorreceptores en la formacion del rabdoma.

b- Corte transversal a nivel de -la lamina. Los axones que
corresponden a una omatidia, se distribuyen regularmente y
ocupan posiciones fijas en cada unidad. Notese la diferencia
de los diametros de aquellos que nacen de las celulas 7, 8 y
? (axones finos) y se disponen en el centro. Estos axones
corresponden a las llamadas "fibras visuales largas" que

terminan en la medulla.

Figura 19.- Micrografia de un rabdoma maduro en el que se
puede constatar su estructura "paracristalina®. Las
microvel losidades rabdoméricas se orientan en dos

direcciones perpendiculares entre si. Las celulas se han
numerado de acuerdo al esquema anteriori; sin embargo, no es
posible asegurar la estricta correspondencia entre el

esquema  de Ribi y esta micrografia. 19.000 X.
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