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Resumen

La grana cochinilla Dactylopius coccus es el insecto empleado para la
obtencién del acido carminico. Con el fin de contribuir al conocimiento
de la morfofisiologia del ovario de esta importante especie, se describe
la microestructura y ultraestructura del vitelario durante la vitelogénesis.
Sus ovariolas de tipo telotréfico, estan formadas por el germario, el
vitelario y el pedicelo. Cada vitelario contiene un solo foliculo ovarico,
constituido por las células foliculares y el ovocito. El foliculo externamen-
te esta cubierto de una tdnica propia. Las células foliculares fueron entre
columnares y clibicas, mononucleadas y con abundantes ribosomas y
mitocondrias, aunque escaso reticulo endoplasmico rugoso. El ovocito
present6 gran cantidad de mitocondrias, ribosomas, microtibulos, pero
escasos reticulo endoplasmico rugoso y complejo de Golgi. El citoplasma
cortical del ovocito presentd laminillas anulares, formadas a partir de
un cuerpo fibrogranular. El vitelo se formé principalmente de granulos
de proteinas y de glébulos de lipidos, siendo las proteinas las primeras
en incorporarse endociticamente al ovocito; dentro de sus membranas
endociticas el material proteinico se compacta hasta la formaciéon com-
pleta de granulos de vitelo. Préximos a estos granulos o sus membranas
se observaron cuerpos lamelares, sugiriendo que éstos participan reci-
clando dichas membranas.
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Los ovocitos presentaron bacterias simbiontes, que son transferidas des-
de el germario hacia el ovocito, mediante el cordén tréfico, al menos
desde el inicio de la vitelogénesis.

Palabras clave: Bacterias simbiontes, cuerpos fibrogranulares, cuerpos lame-
lares, laminillas anulares, vitelogénesis.

Abstract

The cochineal insect Dactylopius coccus is used to obtain carminic acid.
In order to contribute to the knowledge of the morphophysiology of the
ovary of this important species, the microstructure and ultrastructure
of the vitellarium during vitellogenesis were described. Dactylopius
coccus ovarioles, of telotrophic type, are formed by the germarium,
the vitellarium and the pedicel. Each vitellarium contains a single
ovarian follicle, consisting of the follicular cells and the oocyte, being
the follicle externally covered with a tunica propria. The follicular cells
were columnar to cubic, mononucleated and with a large number
of ribosomes and mitochondria, although scarce rough endoplasmic
reticulum. The oocyte showed a great amount of mitochondria,
ribosomes, microtubules, but scarce rough endoplasmic reticulum and
Golgi complex. The cortical cytoplasm of the oocyte presented annular
lamellae, formed inside a fibrogranular body. The yolk was made mainly
of protein granules and lipid globules, with proteins being the first to
be endocytically incorporated into the oocyte; within their endocytic
membranes the proteinaceous material is compacted until the complete
formation of yolk granules. Near the granules or their membranes,
lamellar bodies were observed, suggesting that these participate in
recycling the membranes. The oocytes had symbiont bacteria, which
are transferred from the germarium to the oocyte through the trophic
cord, at least since the onset of vitellogenesis.

Keywords: Symbiotic bacteria, fibrogranular bodies, lamellar bodies, annular
lamellae, vitellogenesis.

INTRODUCCION

La familia Dactylopiidae esta incluida dentro de los comtinmente llamados

insectos escama (Gavrilov-Zimin, 2018), los cuales taxonémicamente per-
tenecen al orden Hemiptera, suborden Sternorrhyncha, infraorden Cocco-
morpha (Williams y Hodgson, 2014). Dactylopius coccus, conocida como la
grana cochinilla, es una de las especies més importantes de esta familia, ya
que las hembras son empleadas para la extraccion del colorante rojo acido
carminico, ampliamente usado en varias industrias (Méndez-Gallegos et

al., 2003).
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Con relacion a la estructura de los ovarios de esta especie, se conoce,
entre otros aspectos, que estan constituidos por alrededor de 400 ovariolas
de tipo telotréfico, conformadas a su vez por el germario (el cual resguarda
a las células nutricias), el vitelario (con un solo ovocito en etapa de creci-
miento o vitelogénesis) y un corto pedicelo, que conecta la ovariola con el
oviducto lateral (Ramirez-Cruz et al., 2008). Existe ademas informacion
sobre las caracteristicas ultraestructurales de su germario, entre ellas la
presencia de simbiontes en el interior del mismo (Ramirez-Cruz, 2012).
Sobre la fisiologia de las ovariolas durante su maduracion, se sabe que en
esta especie la vitelogénesis inicia cuando las hembras adultas tienen cinco
dias de edad y finalizando a los 13 dias de edad, cuando el ovocito logra la
madurez junto con la formacion del corion (coriogénesis) (Ramirez-Cruz,
2014). Es sabido, ademas, que en ausencia de la copula, pueden producir
ovocitos completamente maduros, aunque en poca cantidad, ya que la gran
mayoria de ellos se reabsorben a falta del estimulo (Ramirez-Cruz y Llande-
ral-Cazares, 2019) y que la copula influye sobre la concentracion del acido
carminico presente en los huevos (Flores-Alatorre et al., 2014).

Debido a la importancia econdmica de D. coccus y con la finalidad de
profundizar en el conocimiento sobre la estructura de su ovario, el objeti-
vo del presente trabajo es describir las caracteristicas microestructurales y
ultraestructurales del vitelario, desde el inicio de la vitelogénesis hasta la
vitelogénesis activa, es decir, desde los cinco hasta los diez dias de edad de
las hembras adultas.

MATERIALES Y METODOS

El método de cria para la obtencién de los adultos de D. coccus se descri-
be en Ramirez-Cruz (2012). Una vez que las hembras adultas alcanzaron
la edad requerida, se seleccionaron ejemplares de cinco, siete y diez dias
de edad; tres ejemplares por edad. Dichas edades representan el grado de
madurez o crecimiento vitelogénico de los ovocitos en las ovariolas de esta
especie, es decir, las hembras de cinco dias de edad presentan ovocitos en
vitelogénesis inicial y las hembras de siete y diez dias de edad muestran
ovocitos en vitelogénesis activa (Ramirez-Cruz, 2014). Inmediatamente se
extrajeron ambos ovarios mediante diseccion en solucién de Ringer para
insectos; enseguida se fijaron en glutaraldehido al 2,5 % y se postfijaron en
tetradxido de osmio al 1%; se deshidrataron y posteriormente se incluyeron
en resina Epon 812. Se hicieron cortes semifinos de 0,5 um de espesor,
de cada una de las ovariolas seleccionadas, los cuales se tifieron con azul
de metileno al 1%; algunos de estos cortes se utilizaron para observarse
mediante un microscopio de campo claro marca Zeiss, modelo Axiostar.
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Finalmente, se realizaron cortes finos a 70 nandmetros de espesor, los cuales
se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo (Bozzola y Rus-
sell, 1999); estos cortes se observaron mediante un microscopio electrénico
de transmisién modelo Jeol JEM-1010, a 60 u 80 kV. Todas las imégenes
fueron procesadas mediante el editor de imagenes GIMP version 2.10.38.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como en otros Coccomorpha, la ovariola de D. coccus es de tipo telotréfico y
consta del germario (con sus células nutricias) y del vitelario, representado
éste por un solo foliculo ovarico, conformado por el ovocito, el cual esta
rodeado a su vez por un epitelio simple de células foliculares; el germario
y el vitelario estan conectados mediante el cordon tréfico (Figura 1A); fi-
nalmente el vitelario se conecta con el pedicelo (Ramirez-Cruz et al., 2008).
Existen otras especies en Coccomorpha cuyos vitelarios presentan mas de
un foliculo ovarico, tal es el caso de Steingelia gorodetskia (Steingelidae) con
dos a cuatro foliculos (Koteja et al., 2003), Matsucoccus matsumurae (Liu et
al., 2014) y Matsucoccus pini (Matsucoccidae) (Szklarzewicz et al., 2014) con
cuatro y de uno a seis foliculos, respectivamente. La presencia de varios
ovocitos en crecimiento en el vitelario se considera un fenémeno plesio-
morfico (Szklarzewicz et al., 2014).

El vitelario de D. coccus, desde el exterior hacia el interior, present6 los
siguientes elementos celulares con sus respectivas caracteristicas:

Tunica Propia

Ultraestructuralmente, se observa que el vitelario se haya cubierto por una
capa no celular muy delgada, que corresponde a la tinica propia o lamina
basal, que establece un estrecho contacto con la base de las células folicu-
lares (Figura 1B); dicha tinica mostré un espesor de alrededor de 0,1 um.
Aunque no existe informacién en Coccomorpha sobre las caracteristicas
quimicas y estructurales de la tnica propia, en otros insectos se sabe que
ésta es de naturaleza proteinica, y selectivamente permeable a moléculas
menores a 11 nanémetros que se incorporan al ovocito (Raikhel y Dha-
dialla, 1992). En otros Hemiptera, el vitelario, adicionalmente a la tnica
propia, cuenta con dos cubiertas mas de tejido conjuntivo (Huebner, 1984).
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Figura 1. Ovariolas de D. coccus. A. Corte longitudinal de una ovariola (sin el pedicelo)
de una hembra de siete dias de edad. En la regién apical se observa el germario (g) e
inferior a éste el vitelario (v), el cual contiene un solo foliculo ovarico conformado por
las células foliculares (cf) y el ovocito (ov), cuyo citoplasma contiene gran cantidad de
vitelo (vi); su nucleo (n) excéntricamente colocado, presenta un notorio nucléolo; cordén
tréfico (asterisco), célula nutricia (cn). B. Micrografia electréonica de transmisién de células
foliculares (cf) de un foliculo ovarico de hembra de siete dias de edad, donde se observa
claramente la tunica propia (flecha). Los ribosomas libres y polirribosomas se observan
como pequenas granulaciones oscuras dispersas en todo el citoplasma; en la base de las
células foliculares se distinguen los microtibulos (cabezas de flecha); mitocondria (m),
reticulo endopldsmico rugoso (rer). C. Corte longitudinal de ovariola de hembra de cinco
dias de edad; las células foliculares (cf) son de forma columnar. En el ovocito (ov) es clara
la acumulacién incipiente de vitelo proteinico (flechas); su nicleo (n) en posicion central,
presenta pequenos nucléolos (rectangulo); célula nutricia (cn), corddn tréfico (asterisco),
germario (g). D. Imagen amplificada de la figura C, donde se observan células foliculares
en mitosis (rectangulo). E. Corte longitudinal de foliculo ovarico de hembra de siete dias
de edad; las células foliculares (cf) son de forma columnar; ntcleo (n), ovocito (ov), vitelo
(vi). Escalas: Ay C, 50 um. B, 1 um. D, 30 um. E, 10 um. >
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> Figure 1. Ovarioles of D. coccus. A. Longitudinal section of an ovariole (without the
pedicel) from a seven-day-old female. At the apical region, the germarium (g) is visible,
and below it the vitellarium (v), which contains a single ovarian follicle composed of
follicular cells (cf) and the oocyte (ov), whose cytoplasm contains a large amount of
yolk (vi); its eccentrically positioned nucleus (n) has a prominent nucleolus; trophic cord
(asterisk), nurse cell (cn). B. Transmission electron micrograph of follicular cells (cf) from
an ovarian follicle of a seven-day-old female, where the tunica propria is clearly visible
(arrow). Free ribosomes and polyribosomes appear as small, dark granules scattered
throughout the cytoplasm; microtubules are visible at the base of the follicular cells
(arrowheads); mitochondrion (m), rough endoplasmic reticulum (rer). C. Longitudinal
section of an ovariole from a five-day-old female; the follicular cells (cf) are columnar.
In the oocyte (ov), the incipient accumulation of proteinaceous yolk is clear (arrows);
its nucleus (n), centrally located, has small nucleoli (rectangle); nurse cell (cn), trophic
cord (asterisk), germarium (g). D. Magnified image from figure C, showing follicular
cells undergoing mitosis (rectangle). E. Longitudinal section of an ovarian follicle from a
seven-day-old female; the follicular cells (cf) are columnar; nucleus (n), oocyte (ov), yolk
(vi). Scale bars: A and C, 50 um. B, 1 um. D, 30 um. E, 10 um.

Células Foliculares

En lo que respecta a las células foliculares (CFs), los foliculos ovaricos de
las hembras de cinco dias (iniciando la vitelogénesis) y siete dias de edad
(en vitelogénesis activa), presentaron CFs de forma columnar (Figuras 1C
y 1E, respectivamente), mientras que los foliculos ovaricos en las hembras
de diez dias de edad (en vitelogénesis activa) adquirieron una forma apro-
ximadamente clbica, con sus dominios apicales (adyacentes al ovocito) que
fueron incluso ligeramente redondeadas (Figura 2A). Esta Gltima caracte-
ristica en la forma de las superficies apicales, también se ha observado en
los foliculos ovaricos de la escama Palaeococcus fuscipennis (Coccomorpha:
Monophlebidae) (Szklarzewicz et al., 2005); sin embargo, en esta especie
dicha caracteristica marca el inicio de la coriogénesis. En D. coccus, las CFs
en las hembras de cinco y siete dias de edad presentaron actividad mitdtica
(Figura 1D), mientras que en los foliculos de las de diez dias, dicha activi-
dad ya no se observo; lo anterior sugiere que dicha actividad mitética debe
realizarse para compensar (al menos en parte) el crecimiento acelerado del
ovocito al inicio de la vitelogénesis, actividad que disminuye o desaparece
hacia el final de esta etapa. Sin embargo, esta caracteristica observada en
D. coccus, difiere de lo senalado por Mahowald (1972) quien indica que la
actividad mitética de las CFs en los insectos, se realiza durante el estado
de previtelogénesis y que concluye hasta poco antes de que la vitelogénesis
inicie. Mas recientemente, Chapman (2013) e Irles et al. (2017), también
indican que las CFs en los insectos ya no se dividen durante la vitelogé-
nesis. En este sentido, King y Biining (1985) indican que en los ovocitos
en crecimiento de Heteroptera, algunas CFs permanecen indiferenciadas
hasta la formacion del corion mostrando adn actividad mitética, y que
estas células forman tejido interfolicular; aunque, en vista de que D. coccus
presenta un solo foliculo ovarico (Ramirez-Cruz et al., 2008), no se puede
sugerir que dicho tejido se forme en esta especie.
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Figura 2. Foliculos ovaricos de D. coccus. A. Corte longitudinal de foliculo ovérico de
hembra de diez dias de edad; las células foliculares (cf) muestran sus superficies apicales
claramente redondeadas. El ovocito (ov) contiene gran cantidad de vitelo, representado
principalmente por glébulos de lipidos (asteriscos) y granulos de proteinas (flechas). B.
Micrografia electrénica de transmision de un foliculo ovérico de hembra de cinco dias de
edad. Las células foliculares (cf) con un solo ntcleo (n) ligeramente ovalado y con hetero-
cromatina compacta (asterisco); ovocito (ov). C. Micrografia electrénica de transmisién de
un foliculo ovarico de hembra de siete dias de edad. Las células foliculares (cf) con un solo
nucleo (n) ovalado y con cromatina granular (asterisco). Las mitocondrias se agruparon
principalmente en la regién apical de las células foliculares (rectangulo); glébulo lipidico
(gl), granulo proteinico (gp), ovocito (ov). Escalas: A, 15 um. B, 2.5 um. C, 5 um.

Figure 2. Ovarian follicles of D. coccus. A. Longitudinal section of an ovarian follicle from
a ten-day-old female; the follicular cells (cf) show their apical surfaces clearly rounded.
The oocyte (ov) contains abundant yolk, represented mainly by lipid globules (asterisks)
and protein granules (arrows). B. Transmission electron micrograph of an ovarian follicle »
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> from a five-day-old female. The follicular cells (cf) have a single, slightly oval nucleus (n)
with compact heterochromatin (asterisk); oocyte (ov). C. Transmission electron micrograph
of an ovarian follicle from a seven-day-old female. The follicular cells (cf) have a single
oval nucleus (n) with granular chromatin (asterisk). Mitochondria were mainly clustered
in the apical region of follicular cells (rectangle); lipid globule (gl), protein granule (gp),
oocyte (ov). Scale bars: A, 15 um. B, 2.5 um. C, 5 um.

Las CFs en las tres edades consideradas en el presente estudio, siem-
pre fueron mononucleadas, con nucleos ligeramente ovalados, localizados
centralmente; su heterocromatina se observo ya sea compactada o en forma
granular (Figuras 2B y 2C). Lo anterior contrasta con la escama M. mat-
sumurae, especie donde solo al inicio de la vitelogénesis las CFs son binu-
cleadas, para posteriormente transformarse en mononucleadas (Liu et al.,
2014). Algo semejante sucede en los hemipteros Cixius nervosus (Cixiidae),
Javesella pellucida y Conomelus anceps (Delphacidae) donde desde que inicia
la vitelogénesis, sus CFs se transforman en binucleadas (Szklarzewicz et
al., 2007). Con relacion a las CFs binucleadas, Szklarzewicz et al. (2007)
han sugerido que esta caracteristica estad relacionada con su muy activa
funcion de sintesis de proteinas precursoras de las envolturas del ovocito;
del mismo modo, Chapman (2013) indica que para compensar el hecho
de que ya no se dividen y poder cumplir con su funcion de sintesis, las
CFs se transforman ya sea en binucleadas o en poliploides. Sin embargo,
en vista de que la presencia de dos ntcleos en las CFs, no es un hecho
caracteristico en Coccomopha (King y Biining, 1985; Liu et al., 2014) se
podria sugerir que la presencia de dos nucleos en las CFs en este grupo de
insectos, podria jugar una funcién adicional o diferente a la sugerida por
los autores mencionados.

Ultraestructuralmente, en el citoplasma de las CFs en las tres edades
estudiadas, abundaron las mitocondrias, las cuales se concentran principal-
mente en la zona apical (adyacente al ovocito) de dichas células (Figuras
2C y 4B). Se observaron ademas polirribosomas y numerosos ribosomas
libres, y en mucha menor cantidad, conformando reticulo endoplasmico
rugoso, el cual estuvo principalmente constituido por cisternas simples
(Figuras 1B y 3A). En este sentido, la abundancia de mitocondrias y de
ribosomas libres, ademas de la presencia de reticulo endoplasmico rugoso,
sugiere que las CFs se prepararian para una alta actividad metabdlica y
sintética, posiblemente relacionada con la sintesis de las dos membranas
del ovocito: la membrana vitelina y el corion. Como parte del citoesqueleto,
se observaron microtibulos cortos, orientados aproximadamente paralelos
al eje longitudinal celular, siendo mas visibles en la parte basal de las CFs
(Figuras 1B y 3A). En los insectos, el citoesqueleto de las CFs junto con
la tdnica propia, sirven para mantener la forma de estas células (Biining,
1994). Ademas, los microtibulos en las CFs participan en los procesos de
cambio de forma de éstas que suceden durante la vitelogénesis (Raikhel y
Dhadialla, 1992).



Acta Zoolégica Lilloana 70 (2): 577-602, 7 de diciembre de 2026 585

Figura 3. Micrografias electrénicas de transmision de ovariolas de D. coccus. A. Imagen
amplificada de la figura 1B donde se observan con claridad los microtubulos (rectangulo)
en la parte basal de una célula folicular (cf) y un canal interfolicular (asterisco). Los ribo-
somas libres y los polirribosomas se observan como pequenas granulaciones dispersas en
todo el citoplasma (flechas); mitocondria (m), reticulo endopldsmico rugoso (rer), tinica
propia (cabeza de flecha). B. Ovariola de hembra de cinco dias de edad. Se observa el
cordén tréfico (ct) conteniendo un enorme niimero de mitocondrias alargadas (cabezas
de flecha). Ademas, muy cerca de los limites entre el germario (g) y el vitelario (v), se dis-
tinguen grupos de simbiontes (flechas); el inserto muestra a mayor aumento dos grupos
de simbiontes; ovocito (ov). C. Imagen amplificada de la figura 3B del interior del cordén
tréfico, mostrando gran nimero de microtibulos dispuestos paralelamente a lo largo del
corddn (flechas) y las mitocondrias (m), ademas de una enorme cantidad de ribosomas,
distinguibles como pequenas granulaciones entre los organelos mencionados. Escalas:
A, 0.5um. B, 10 um. C, 1 um. >»
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> Figure 3. Transmission electron micrographs of ovarioles of D. coccus. A. Magnified image
from figure 1B showing clearly the microtubules (rectangle) in the basal part of a follicular
cell (cf) and an interfollicular channel (asterisk). Free ribosomes and polyribosomes appear
as small granules dispersed throughout the cytoplasm (arrows); mitochondria (m), rough
endoplasmic reticulum (rer), tunica propria (arrowhead). B. Ovariole from a five-day-
old female. The trophic cord (ct) is shown containing a huge number of elongated
mitochondria (arrowheads). In addition, near the boundaries between the germarium
(g) and vitellarium (v), groups of symbionts are visible (arrows); the inset shows two
groups of symbionts at higher magnification; oocyte (ov). C. Magnified image from figure
3B of the interior of the trophic cord, showing a huge number of microtubules arranged
parallel to the cord (arrows) and mitochondria (m), as well as a very large number of
ribosomes, visible as small granules among the organelles mentioned. Scale bars: A, 0.5
Mm. B, 10 um. C, 1 um.

Los canales interfoliculares (los espacios celulares) entre las CFs fueron
evidentes, sobre todo en los foliculos ovaricos desde los siete dias de edad
(Figura 3A). En general en los insectos, se sabe que dichos canales inter-
foliculares permiten el paso del vitelo hacia la superficie del ovocito para
su posterior incorporacion al interior de dicha célula (Raikhel y Dhadialla,
1992).

En ninguna de las tres edades estudiadas se observo, ni morfoldgica ni
ultraestructuralmente, alguna variacion o especializaciéon de las CFs que
sugiriera alguna diversificacion de éstas en subpoblaciones; sin embargo,
si se observo polaridad celular, ya que como se menciond anteriormente,
las mitocondrias se localizaron principalmente en la zona apical (Figuras
2C y 4B). En este sentido, segtn sugieren Szklarzewicz et al. (2005), la falta
de diversificacion en subpoblaciones en dichas células, es una caracteris-
tica sinapomorfica en los Coccomorpha. No obstante, en otros Hemiptera
es posible llegar a observar mds subpoblaciones de CFs conformando el
foliculo ovarico, tal como sucede por ejemplo en Coreus marginatus (Corei-
deae) donde se han descrito dos tipos de CFs con morfologia y funciones
diferentes (Ogorzalek, 2007), y en Lygus lineolaris (Miridae) donde hay tres
tipos celulares, morfologica y funcionalmente diferentes (Ma et al., 2002).

Ovocitos

La porcién anterior del ovocito en el vitelario de D. coccus, establece co-
nexion con el germario mediante el cordén tréfico, manteniéndose asi la
interaccién entre el ovocito y el germario (Figuras 1A y 1C). Ultraestruc-
turalmente, el cordon tréofico presentd en su interior gran nimero de mi-
crotibulos recorriendo paralelamente toda la longitud de dicho cordén, y
entre los microtibulos se observaron abundantes ribosomas y mitocondrias
(Figuras 3B y 3C). Se sabe que en otros Coccomorpha, como Diaspididae
(Foldi, 1990) y Coccidae (Foldi, 1997) y en otros hemipteros (Stebbings et
al., 1995), los dltimos organelos mencionados son transportados a través
del cordon tréfico desde el germario al ovocito donde son almacenados.
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Figura 4. Micrografias electrénicas de transmision de foliculos ovaricos de D. coccus. A.
Foliculo de hembra de siete dias de edad, en el limite entre el ovocito (ov) y las células
foliculares (cf), separados por un estrecho espacio periovocitico (asteriscos). Las microv-
ellosidades del ovocito incluso pueden llegar a penetrar parcialmente los canales inter-
foliculares (flechas); mitocondrias (m). B. Foliculo en el limite entre las células foliculares
(cf) y el ovocito (ov) de una hembra de siete dias de edad, donde se observan acimulos
de mitocondrias en la corteza del ovocito (rectangulo) y en la parte apical de las células
foliculares (asteriscos); nucleos de las células foliculares (n). C. Ovocito de hembra de
diez dias de edad, donde se observan escasas cisternas simples de reticulo endoplasmico
rugoso (rer) ademas de un complejo de Golgi (delimitado por linea discontinua). Enormes
cantidades de ribosomas y polirribosomas se aprecian como pequehas granulaciones
oscuras dispersas en todo el citoplasma. Es posible ver un cuerpo lamelar conformado
de varias vesiculas encerradas por una membrana (flecha); el cuerpo lamelar a mayor
aumento se muestra en el inserto; granulos de proteinas maduros (gp), mitocondrias
(m). Escalas: A, 0.5 um. By C, 1T um.

Figure 4. Transmission electron micrographs of ovarian follicles of D. coccus. A. Follicle
from a seven-day-old female, at the boundary between the oocyte (ov) and the follicular
cells (cf), separated by a narrow perioocytic space (asterisks). The microvilli of the oocyte »»
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> may even partially penetrate the interfollicular channels (arrows); mitochondria (m). B.
Follicle at the boundary between the follicular cells (cf) and the oocyte (ov) from a seven-
day-old female, showing clusters of mitochondria in the oocyte cortex (rectangle) and in
the apical region of the follicular cells (asterisks); follicular cell nuclei (n). C. Oocyte from
a ten-day-old female, showing a few simple cisternae of rough endoplasmic reticulum
(rer) as well as a Golgi complex (outlined by a dashed line). Huge quantities of ribosomes
and polyribosomes appear as small, dark granules scattered throughout the cytoplasm. A
lamellar body composed of several membrane-bound vesicles is visible (arrow); at higher
magnification, the lamellar body is shown in the inset; mature protein granules (gp),
mitochondria (m). Scale bars: A, 0.5 um. Band C, 1 um.

Ademas, en el cordén tréfico de las ovariolas de las hembras de cinco dias
de edad, cerca de los limites entre el germario y el vitelario, también pudie-
ron observarse grupos de bacterias simbiontes rodeadas de una membrana
(Figura 3B).

En el presente estudio en D. coccus, los ovocitos de las hembras de cinco
dias de edad, tuvieron su nicleo en posicion central (Figura 1C); en cam-
bio, en los ovocitos de las hembras de siete y diez dias de edad, los niicleos
fueron ligeramente excéntricos (Figura 1A); en las hembras de cinco y siete
dias de edad se observaron uno o mas nucléolos de tamano variable (Figuras
1A y 1C), mientras que en las hembras de diez dias ya no se observaban o
fueron poco evidentes. Aunque existe una fuerte relacion entre el tamano de
los nucléolos y la sintesis de RNA ribosémico (Kurata et al., 1978), se sabe,
sin embargo, que en los ovarios telotroficos de los Hemiptera, los nucléolos
son transcripcionalmente poco activos (Bogolyubov y Parfenov, 2008).

Ultraestructuralmente, la membrana citoplasmatica del ovocito de D.
coccus presentd gran cantidad de microvellosidades, algunas incluso lle-
gaban a penetrar parcialmente los canales interfoliculares; el espacio in-
tercelular entre el ovocito y las CFs (espacio periovocitico o perivitelino)
fue relativamente estrecho (Figura 4A). Desde los cinco dias de edad de
las hembras, los ovocitos contuvieron abundantes mitocondrias, muchas
de éstas concentradas en la corteza (Figura 4B); su localizacion cortical,
refleja una intensa actividad metabdlica en esa zona durante esta etapa
vitelogénica. También se observaron enormes cantidades de ribosomas li-
bres; en contraste, se apreci6 una cantidad relativamente escasa de reticulo
endoplasmico rugoso, conformado en su mayoria por cisternas simples, y
fue mas escaso aun el complejo de Golgi (Figuras 4C y 5A). La discreta
presencia de reticulo endoplasmico rugoso y de complejo de Golgi, sugiere
una reducida sintesis de proteinas en el ovocito de D. coccus durante todo
el periodo vitelogénico estudiado. Con relacion a los tipos de RNA, en ge-
neral los ovocitos de los insectos, ademas de almacenar grandes cantidades
de RNA ribosémico, también almacenan enormes cantidades de RNA de
transferencia asi como RNA mensajero (Berry, 1985). En este sentido, Rac-
caud-Schoeller (1980) menciona que las grandes cantidades de ribosomas
presentes en los ovocitos de los insectos, permiten la realizacién de una
vitelogénesis y el posterior desarrollo embrionario rapidos.
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Figura 5. Micrografias electrénicas de transmision de foliculos ovaricos de D. coccus. A.
Foliculo de hembra de cinco dias de edad donde se observan los microtibulos (flechas)
en la corteza del ovocito (ov); tienen una disposicidon mas o menos paralela a la superficie
del ovocito pero muy espaciada. Un complejo de Golgi se observa resaltado por la linea
discontinua; los ribosomas y polirribosomas se aprecian como pequenas granulaciones dis-
persas en el citoplasma. Célula folicular (cf), mitocondrias (m). B. Ovocito de una hembra
de siete dias de edad a nivel de la zona cortical mostrando un paquete de microtubulos
(mt), ordenada y compactamente alineados de forma paralela a la superficie del ovocito;
el asterisco sefala las membranas citoplasmicas de éste y de una célula folicular (cf). Se
ven ademas los granulos proteinicos en formacion (gp) dentro de sus respectivas mem-
branas endociticas (flechas). C. Zona cortical de un ovocito de una hembra de siete dias
de edad, donde se distinguen laminillas anulares asociadas a un cuerpo fibrogranular
(linea discontinua). El inserto es una amplificacién del cuerpo fibrogranular (asterisco)
donde se observan en su interior tres laminillas anulares (flecha); granulos de proteinas
(gp). Escalas: A, 0.5 um. B, 0.4 um. C, 0.75 um. >
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> Figure 5. Transmission electron micrographs of ovarian follicles of D. coccus. A. Follicle
from a five-day-old female showing microtubules (arrows) in the oocyte cortex (ov);
they are arranged more or less parallel to the oocyte surface but widely spaced. A Golgi
complex is highlighted by the dashed line; ribosomes and polyribosomes appear as small
granules scattered throughout the cytoplasm. Follicular cell (cf), mitochondria (m). B. Oo-
cyte from a seven-day-old female at the cortical zone showing a bundle of microtubules
(mt), orderly and compactly aligned parallel to the oocyte surface; the asterisk indicates
the cytoplasmic membranes of the oocyte and of a follicular cell (cf). Protein granules in
formation (gp) are also visible within their respective endocytic membranes (arrows). C.
Cortical zone of an oocyte from a seven-day-old female, where annulate lamellae associat-
ed with a fibrogranular body are distinguished (dashed line). The inset is an enlargement
of the fibrogranular body (asterisk), showing three annulate lamellae (arrow) within it;
protein granules (gp). Scale bars: A, 0.5 um. B, 0.4 um. C, 0.75 um.

En las tres edades consideradas en este estudio, ultraestructuralmente
fueron visibles los microtibulos; sin embargo, los de la porcion cortical en
las hembras de cinco dias se observaron mas dispersos en el citoplasma y
con una disposicion menos ordenada (Figura SA), mientras que desde los
siete dias adquirieron una disposicion mas ordenada y compacta, orien-
tandose paralelamente a la superficie del ovocito (Figura 5B). Aunque en
este caso se desconoce la razon de este patrén, se podria sugerir que sirve
para la distribucién asimétrica de organelos, y crear asi la asimetria cldsica
del ovocito, ya que se conoce que en los ovocitos de dipteros, hemipteros
y lepidépteros (Kunkel, 1991), asi como en otros grupos de insectos, los
microtdbulos del ovoplasma cortical, participan en los movimientos fisicos
del resto del ovoplasma, tal como en el desplazamiento y localizacion espe-
cifica de los diferentes tipos de RNA y de factores morfogenéticos (Kunkel,
1991; Bilinski et al, 2017).

En la regién cortical de los ovocitos de D. coccus, en las hembras de siete
dias de edad, se observaron pequenas laminillas anulares (LLAs), asociadas a
un cuerpo fibrogranular (Figura 5C); de esta forma, las LAs en los ovocitos
de D. coccus se originarian al menos a partir de cuerpos fibrogranulares
(CFGs), y seria el primer registro de ello en Dactylopiidae. Kessel (1981;
1985; 1992) indica que los CFGs estan formados de acidos ribonucleicos y
proteinas, y que su origen es nucleolar. Ademas de los CFGs, otros organe-
los precursores de LLAs son la membrana nuclear, el reticulo endoplasmico
rugoso, el reticulo endoplasmico liso, entre otros (Kessel, 1989; 1992). En-
tre los insectos, las LAs formandose a partir de CFGs, se han documen-
tado, por ejemplo, en ovocitos de las libélulas (Odonata) Cordulia aenea
(Corduliidae) (Halkka y Halkka, 1977) y Libellula pulchella (Libelludidae)
(Kessel, 1983); en embriones de los colémbolos (Collembola) Schaefferia
decemoculata (Hypogastruridae) y Anurida maritima (Neanuridae) (Tamare-
lle, 1979) y en las espermatidas de Drosophila melanogaster (Kessel, 1981).
Del mismo modo, en los ovocitos de Rhodnius prolixus (Hemiptera: Triato-
minae) (Huebner y Anderson, 1972), de Xyleborus ferrugineus (Coleoptera:
Curculionidae) (Chu et al., 1982), de Brachycentrus incanus (Trichoptera:
Brachycentridae) (Conn y Quinn, 1995), asi como en las células nutricias
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Figura 6. Micrografias electronicas de transmisiéon de D. coccus. A. Foliculo ovarico de
hembra de siete dias de edad en los limites del ovocito (ov) y una célula folicular (cf),
donde se distinguen claramente una fosa recubierta y una vesicula recubierta (circulo
discontinuo) y el espacio periovocitico (asteriscos). B. Imagen amplificada de la figura 6A
donde se observan la fosa recubierta (flecha corta) y la vesicula recubierta (flecha larga);
espacio periovocitico (asteriscos), ovocito (ov). C. Ovocito con granulos de proteina en
formacién (gp) rodeados de sus respectivas vesiculas endociticas (flechas). Adyacente
a una membrana endocitica se observa un cuerpo lamelar formado de varias laminillas
concéntricas (asterisco). D y E. Granulos de proteina en formacién; ambos han perdido
parcialmente su membrana endocitica. F. Granulo de proteina maduro, completamente
libre de su membrana endocitica. G. Imagen amplificada del cuerpo lamelar de la figura
6C. Escalas: A,Ey G, 0.2 um. B, 0.1um. CyD, 0.4 um. F, 0.7 um.

Figure 6. Transmission electron micrographs of D. coccus. A. Ovarian follicle from a
seven-day-old female at the boundary between the oocyte (ov) and a follicular cell (cf), »»
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where a coated pit, a coated vesicle (dashed circle) and the perioocytic space (asterisks)
are clearly visible. B. Magnified image from figure 6A showing the coated pit (short
arrow) and the coated vesicle (long arrow); perioocytic space (asterisks), oocyte (ov). C.
Oocyte with forming protein granules (gp) surrounded by their respective endocytic ves-
icles (arrows). Adjacent to an endocytic membrane, a lamellar body composed of several
concentric lamellae is visible (asterisk). D and E. Forming protein granules; both have
partially lost their endocytic membrane. F. Mature protein granule, completely free of
its endocytic membrane. G. Magnified image of the lamellar body from figure 6C. Scale
bars: A, E and G, 0.2 um. B, 0.1 um. C and D, 0.4 um. F, 0.7 um.

de S. gorodetskia (Koteja et al., 2003) y de D. coccus (Ramirez-Cruz, 2012),
también se han reportado LAs, pero sin mencionarse el posible origen de
ellas. En S. gorodetskia (Koteja et al., 2003) se reporta que las LLAs llegan a
encontrarse adyacentes a la membrana nuclear, asociandose con el reticulo
endopldasmico rugoso. Kessel (1989) menciona que la membrana nuclear
es la fuente mas frecuente de estas estructuras. Por otra parte, aunque las
LAs, se han observado en los ovocitos de casi todos los animales, hay es-
casas evidencias que sugieran una funcion general de ellas (Kessel, 1989).
En este sentido, Kessel (1983; 1992) y Merisko (1989) sugieren que podrian
funcionar como reservorio de complejos de poros nucleares, participar en
la biogénesis o en la degradacion de otros organelos celulares, asi como
en la regulacion de la expresion génica, entre otras actividades. Lau et al.
(1984) consideran que en general en los ovocitos de los invertebrados, éstas
participan en el almacenamiento y liberacién de Ca?*. Estudios recientes
(Ren et al., 2019) empleando tres tipos celulares (HelLa, HEK293 y de D.
melanogaster) revelan la participacion de las LLAs en el ensamble de la mem-
brana nuclear durante la division celular. Aunque en el caso particular de
D. coccus, las LLAs vistas en su germario, se les ha relacionado con la reab-
sorcion que sufre normalmente éste (Ramirez-Cruz, 2012), en el presente
trabajo se desconoce la funcidon que pudieran ejercer dichas laminillas en
el ovocito de dicha especie.

Aunado al crecimiento del ovocito de D. coccus, se observo en éste una
notable acumulacién de vitelo en su citoplasma (Figura 1A), representa-
do principalmente por reservas de lipidos en forma de glébulos y por re-
servas proteinicas en forma de granulos (Figura 2A); en los ovocitos de
las hembras de cinco dias de edad, se observo que el vitelo proteinico es
el primero en incorporarse al ovocito (Figura 1C); esto ultimo difiere de
M. matsumurae, donde durante la vitelogénesis primero se incorporan los
lipidos (Liu et al., 2014). Referente al vitelo de naturaleza proteinica en
D. coccus, ultraestructuralmente, se observaron en la membrana citoplas-
mica de los ovocitos, las llamadas fosas recubiertas y vesiculas recubiertas
(Figuras 6A y 6B), mostrando que dicho vitelo se incorpora al ovocito
mediante endocitosis, semejante a lo que ocurre en otros grupos de insec-
tos (Snigirevskaya et al., 1997) y en otros Coccomorpha (Szklarzewicz et
al., 2005). Desde los cinco dias de edad de las hembras, en el citoplasma
de sus ovocitos, se observaron los granulos de vitelo delimitados por sus
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Figura 7. Micrografia electrénica de transmisién de un ovocito de una hembra de D.
coccus de diez dias de edad, con un grupo de bacterias simbiontes (asteriscos) en su cito-
plasma; algunas de ellas se observan en el proceso de divisién celular; éstas presentaban
las caracteristicas de las bacterias Gram negativas. Se observan la membrana celular (mc)
y la pared celular (pc) y adicionalmente, las bacterias estan rodeadas por una membrana
mas (mh), al parecer formada por el huésped. El inserto es una imagen amplificada del
recuadro en linea discontinua de la figura 7; granulo de proteina (gp), reticulo endoplas-
mico rugoso (rer). Escala: 1 um.

Figure 7. Transmission electron micrograph of an oocyte from a ten-day-old D. coccus
female, showing a cluster of symbiotic bacteria (asterisks) in its cytoplasm; some are
observed undergoing cell division; these exhibited the characteristics of Gram-negative
bacteria. The cell membrane (mc) and cell wall (pc) are visible; in addition, the bacteria
are surrounded by an additional membrane (mh) that appears to be host-derived. The
inset is an enlarged image of the dashed line in figure 7; protein granule (gp), rough
endoplasmic reticulum (rer). Scale bar: 1 um.
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membranas endociticas (Figuras 5B y 6C), los cuales se van concentrando
progresivamente originando granulos cada vez més grandes y compactos, a
la vez que las membranas que los rodean van desapareciendo gradualmente
(Figuras 6D y 6E), hasta quedar los granulos vitelinicos ya maduros libres
en el citoplasma del ovocito (Figura 6F). Es de destacar, sin embargo, que
en los ovocitos de las hembras de siete y diez dias de edad, ya sea adyacentes
a las membranas que rodean los granulos de vitelo, o cercanas a éstos, se
observaron agrupaciones de membranas llamadas cuerpos lamelares (CLs),
que midieron alrededor de 0,5 micras de didmetro conformadas ya sea por
membranas concéntricas (Figuras 6C y 6(G) o por pequefas vesiculas ro-
deadas a su vez de una membrana (Figura 4C). Los CLs se han registrado
en muchos tipos celulares de vertebrados e invertebrados; estan formados
principalmente de lipidos y proteinas y participan principalmente en el
almacenamiento y secrecion de lipidos celulares (Schmitz y Miiller, 1991).
En el caso de los insectos, Brac (1983) menciona que en las células del
cuerpo graso de Calpodes ethlius (Lepidoptera: Hesperiidae), los CLs pue-
den formarse a partir de membranas que sufren endocitosis, participando
con ello en el recambio de dichas membranas. Locke (2003) indica que
en la epidermis, el cuerpo graso y posiblemente en otros tipos celulares
de C. ethlius y R. prolixus, los CLs participan en procesos de recambio de
membranas celulares. Jedrzejowska y Kubrakiewicz (2004) mostraron en
Raphidia spp. (Raphidioptera: Raphidiidae) que durante la formacion de
sus ovarios, las células germinales (cistocitos) se fusionan y sus membranas
citopldsmicas se desintegran gradualmente, junto con la aparicién de CLs
en los sincicios que se forman. Por todo lo anterior, en el presente trabajo se
puede sugerir que los CLs presentes en los ovocitos D. coccus, se formarian
de las membranas endociticas que rodean los granulos de vitelo, y de esta
forma participarian (al menos en parte) como almacén temporal de estas
membranas, para su posterior reciclaje y reutilizacion en otros procesos
celulares. Se requieren, sin duda, estudios posteriores profundos para poder
dar conclusiones precisas al respecto.

Por otra parte, como en muchos otros Coccomorpha (Szklarzewicz et al.,
2020) en el citoplasma de los ovocitos de D. coccus, se observaron grupos
de bacterias simbiontes (algunas dividiéndose) que mostraban la cldsica
ultraestructura de las bacterias Gram negativas, presentando una doble
membrana, y adicionalmente estaban rodeadas por otra membrana ma4s,
posiblemente formada por el huésped (Figura 7). En los ovarios de D. coc-
cus se han registrado especies de bacterias simbiontes, con beneficios muy
especificos para el huésped, entre ellos la fijacion de nitrégeno, reciclaje del
acido urico, proporcionar riboflavina y grupos hemo (Rosenblueth et al.,
2018). Como ya se mencioné en este estudio, en las ovariolas de las hembras
de cinco dias de edad, las bacterias simbiontes se observaron también en el
cordoén tréfico. De esta manera, el reporte previo de bacterias simbiontes en
las células nutricias del germario de D. coccus (Ramirez-Cruz, 2012) junto
con la observacién de bacterias simbiontes en los ovocitos vitelogénicos de
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esta especie en el presente trabajo, sugieren que se transmitirian transo-
varicamente y que serian transportadas desde el germario hacia el ovocito
mediante el cordén tréfico, al menos desde el inicio de la vitelogénesis, € in-
cluso posiblemente durante la etapa de la previtelogénesis. Tremblay (1997)
indica que en Coccidae (Coccomorpha), sus bacterias simbiontes permane-
cen en el cordén tréfico, e invaden el ovocito cuando las células nutricias
han degenerado. La infeccion de los ovocitos mediante el cordén tréfico de
las ovariolas, también se realiza por ejemplo en Marchalina hellenica (Cocco-
morpha: Marchalinidae) (Szklarzewicz et al., 2013) y en otras especies mas
de Coccomorpha (Michalik et al., 2019); sin embargo, en otros Hemiptera,
los simbiontes ingresan a los ovocitos moviéndose desde el exterior de las
ovariolas accediendo primero al espacio periovocitico (perivitelino), ya sea
desplazandose entre las células foliculares como en Adelges (Sacchiphantes)
viridis (Hemiptera: Adelgidae) (Michalik et al., 2013) o bien atravesandolas
intracelularmente como en P fuscipennis (Szklarzewicz et al., 2006). Del
mismo modo, la etapa en que ocurre la infeccion del ovocito por los sim-
biontes en los Coccomorpha es muy variable, pudiendo ocurrir durante la
vitelogénesis, a finales de la coriogénesis o incluso durante la etapa ninfal
infectando los cistocitos (células germinales) (Szklarzewicz et al., 2020).

Finalmente, existe un reporte en D. coccus donde se menciona la presen-
cia de ciertas células a las que se les denominé como cromatocitos (Aquino
Pérez et al., 2002); segin los autores, estas células sintetizarian el acido
carminico y se localizarian en el interior de las ovariolas, especificamente
entre el germario y el vitelario. Los autores indican que dichos cromato-
citos se observaron durante el maximo desarrollo del germario, aunque
desafortunadamente, mencionan solo la posibilidad de que se trate de las
células mencionadas. En este sentido, cabe resaltar que el presente estudio,
junto con los trabajos de Ramirez-Cruz et al. (2008) y Ramirez-Cruz (2012),
muestran que no hay evidencia de la existencia de dichos cromatocitos en
las ovariolas de esta especie. Por otra parte, también existe evidencia citolo-
gica (Ramirez-Cruz y Llanderal-Cazares, 2010) que sugiere que desde etapas
incipientes de su crecimiento, el mismo ovocito en D. coccus es capaz de
sintetizar el acido carminico. Aun son necesarios mas estudios para conocer
el sitio y momento precisos de la sintesis de dicho colorante.

CONCLUSIONES

Aunque el vitelario de D. coccus en general presenta las mismas caracte-
risticas microestructurales y ultraestructurales de otros Hemiptera, exhibe
ciertas diferencias, como son la presencia de un solo foliculo ovarico y una
tinica propia como Unica cubierta externa limitante del vitelario. Asi mis-
mo, la actividad mitética de las células foliculares durante la vitelogénesis
y la ausencia de subpoblaciones morfolégicamente diferenciables de las
mismas, son otro rasgo diferencial con otros Hemiptera.
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Dentro de los Coccomorpha, D. coccus también presenta algunas diferen-
cias, como por ejemplo, presentar inicamente células foliculares mononu-
cleadas. Desde los cinco hasta los diez dias de la vitelogénesis en D. coccus,
su vitelario realiza modificaciones morfoldgicas en el foliculo ovarico para
adaptarse al crecimiento rapido del ovocito, como son los cambios en la
forma de las células foliculares. Ultraestructuralmente, otras modificaciones
de gran relevancia corresponden a las variaciones tanto en la cantidad y
localizacién, asi como en la redistribucion de diversos organelos, las cuales
claramente evidencian cambios en la actividad celular tanto en las células
foliculares como en el ovocito durante el periodo vitelogénico estudiado;
ejemplo de ello son la marcada acumulacion de mitocondrias en el apice
de las células foliculares y en la corteza de los ovocitos, el reacomodo de los
microtibulos corticales en éstos, asi como la enorme acumulacion de ribo-
somas en el foliculo ovarico. Dichas adaptaciones en conjunto, le permitiran
al ovocito completar adecuadamente su madurez celular, que culminara con
la formacién del corion y lo prepara ademas para el subsiguiente proceso
que es el de la fecundacion.

Se observé que las reservas vitelinicas acumuladas por el ovocito son
principalmente de naturaleza proteinica y lipidica, siendo el vitelo protei-
nico el primero en incorporarse en dicha célula a partir de los cinco dias
de edad de las hembras. En D. coccus, las laminillas anulares en los ovo-
citos, se formarian a partir de cuerpos fibrogranulares, lo cual representa
el primer registro de ello en los Dactylopiidae. LLa presencia de cuerpos
lamelares préximos a las membranas endociticas o a los granulos de vitelo
ya maduros, sugieren que dichos cuerpos participan en el reciclaje de di-
chas membranas. LLos simbiontes observados en los ovocitos de D. coccus,
se transmitirian transovaricamente invadiendo dichas células a través del
cordon tréfico de las ovariolas, ello al menos desde los cinco dias de edad
de las hembras, es decir, desde inicios de la vitelogénesis, y tal vez incluso
durante la previtelogénesis; en este sentido seria importante investigar la
etapa precisa en que el ovocito es infectado en esta especie.

Finalmente, cabe senalar que el estudio de varias de las caracteristicas
microestructurales y ultraestructurales del vitelario, e incluso las del ger-
mario, son importantes para establecer relaciones filogenéticas entre los
diferentes grupos de Coccomorpha.
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