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RESUM

La majoria dels molluscs bivalves sén organismes gonocorics, amb alguns casos d’her-
mafroditisme en diferents grups. La gonada masculina, quan és madura, envaeix tota la
cavitat del mantell i els gametes son alliberats a la cavitat paleal de I'individu. Els esper-
matozoides dels bivalves sén del tipus primitiu, com tots els dels organismes aquatics que
presenten fecundacid externa. Sén cellules en les quals es distingeixen tres parts ben dife-
renciades: cap, peca intermedia i cua. En les tres especies estudiades, Crassostrea gigas, My-
tilus galloprovincialis i Donax trunculus, els espermatozoides responen a aquest patrd, pero
amb variacions morfologiques especifiques que estan relacionades amb les caracteristi-
ques dels oocits que han de fecundar. En C. gigas el cap de I'espermatozoide és arrodonit i
entre l'acrosoma i el nucli destaca la regié subacrosomica, amb components fibrillars d’ac-
tina. L'espermatozoide de M. galloprovincialis €s molt més allargat que l'anterior i el sistema
fibrillar de la regi¢ subacrosomica forma un canal intranuclear. acrosoma destaca per la
seva longitud. L'espermatozoide de D. trunculus segueix el patr6 considerat primitiu, tot i
que en la peca intermedia conté més mitocondris i els centriols tenen una disposicié en li-
nia i no ortogonal, com en els altres estudiats.

Paraules clau: reproduccié en molluscs bivalves, ostres, musclos, tellerines, espermato-
zoides.
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ULTRASTRUCTURE OF THE SPERMATOZOA IN Crassostrea gigas,
Mytilus edulis AND Donax trunculus (MOLLUSCA, BIVALVIA)

SUMMARY

The majority of bivalve mollusks are gonocoric organisms, and some cases of hermaph-
roditic individuals have been reported in different groups. When it reaches maturity, the
male gonad invades the whole of the mantle cavity and gametes are released into the pal-
lial cavity of the individual.

The spermatozoa of bivalve mollusks are of a primitive type, as those of all aquatic or-
ganisms with external fertilization. They are cells in which three clearly differentiated
parts can be identified: a head, a middle piece and a tail. In all three analyzed species:
Crassostrea gigas, Mytilus galloprovincialis and Donax trunculus, the spermatozoa fit within
this pattern, but with specific morphological variations related to the characteristics of the
oocytes they fertilize. In C. gigas, the sperm head is rounded and between the acrosome
and the nucleus stands out the subacrosomal region with fibrillar components of actin.
The sperm of M. galloprovincialis is much more elongated and the fibrillar system of the su-
bacrosomal region forms an intranuclear channel. The acrosome is conspicuous because
of its length. The sperm of D. trunculus fits with the pattern considered to be primitive, al-
though the middle piece has more mitochondria and the centrioles are arranged in a line
instead of being orthogonally oriented as in the other analyzed species.

Key words: bivalvia, reproduction in Mollusca, oysters, mussels, clams, spermatozoa.

He vist una multitud d’animalons vivents,
més de mil, movent-se en un volum de liquid
equivalent al d'un gra de sorra.

ANTON VAN LEEUWENHOEK, 1677, fent
referéncia als espermatozoides.

INTRODUCCIO

La reproduccié
dels molluscs bivalves

Els molluscs bivalves tenen un sistema
reproductor molt senzill en comparacié
dels molluscs gasteropodes o dels cefalo-
podes. La majoria de les espeécies son uni-
sexuades (dioics, gonocorics), i tenen una
gonada que continua en un gonoducte que
en algunes especies s’ajunta amb el nefridi

i desemboca conjuntament a través del po-
rus nefridial, a la cavitat del mantell (My-
tilus). En d’altres bivalves el gonoducte es
manté independent en tot el seu trajecte i
acaba en el gonopor (Crassostrea).

L'hermafroditisme apareix en determi-
nats grups de bivalves, i en el cas de les
ostres trobem especies gonocoriques i es-
pécies hermafrodites. Les espécies herma-
frodites poden presentar diferents modali-
tats:

a) Hermafroditisme funcional o simulta-
ni: 'exemplar té tabuls seminifers i folicles
ovarics funcionals i madurs alhora, per bé
que els gametes s’expulsen en dues etapes;
aquest fenomen es dona en les vieires (Pec-
ten maximus i P. jacobeus) (Roman i Pérez Ca-
macho, 1976) i en algunes espécies del gene-
re Cardium (Fretter i Graham, 1964).

b) Hermafroditisme consecutiu: en cada
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cicle vital es passa per una etapa masculi-
na que va seguida d'una etapa femenina;
aquest model el trobem en Mercenaria, per
bé que en ocasions l'ordre s’inverteix.

¢) Hermafroditisme ritmic consecutiu: el
trobem en les diferents especies d'Ostrea.
En aquest cas el mateix individu pot funci-
onar com a mascle i després com a femella
en la mateixa temporada de posta. El pas de
mascle a femella és molt rapid, per la qual
cosa es pot observar en un tall histologic la
fase final de I'espermatogenesi i la fase ini-
cial de l'oogenesi.

d) Hermafroditisme alternatiu en Crassos-
trea gigas i en C. virginica: en un periode de
posta hi ha tinicament una fase sexual i el
canvi de sexe no es produeix fins al periode
segiient (Franc, 1960).

Hi ha moltes dades sobre aquests can-
vis de sexe i no sempre sén coincidents, ja
que en gran part depenen de les condicions
del medi on viuen els organismes i de fac-
tors endogens procedents del sistema ner-
vids i de I'endocri (Pérez Camacho i Roman,
1987).

Les epoques de maduresa sexual varien
segons factors mediambientals; aixi, la tem-
peratura i la salinitat de les aigiies son de-
terminants, atesa la incidéncia que tenen
sobre el fitoplancton i el zooplancton (re-
cordem que els bivalves son especies filtra-
dores). Aquest fet determina que les dades
que tenim de cicles reproductors d’altres la-
tituds no serveixin de gaire per estudiar les
especies de la costa catalana; hi ha fins i tot
diferencies de ritme reproductor entre els
exemplars de la Costa Brava i els del delta
de I'Ebre.

El dimorfisme sexual extern no és fre-
qlient en els bivalves. En alguns casos es
pot determinar per la pigmentacié de les
gonades quan aquestes sén madures. Les
tonalitats varien d'una especie a una altra.
Aixi, en el musclos Mytilus edulis i M. gallo-
provincialis les femelles sexualment madu-

res en un 90 % dels casos sén de color ta-
ronja i els mascles sén blanquinosos, per bé
que la verificaci6 correcta cal fer-la al mi-
croscopi. En el cas de Donax trunculus, les
tellerines, la femella és de color blau violeta
i el mascle és grisos.

El grau de maduresa sexual a ull nu
s’aprecia pel gruix i el color de la massa vis-
ceral, i I'observacié d’aposicions de la gona-
da al microscopi ens permet identificar els
gametes. En els talls histologics es quan-
tifica la maduresa d’acord amb el desen-
volupament del teixit conjuntiu interstici-
al i la presencia dels diferents estadis de la

Ficura 1. Esquema del patré de l'organit-
zacio dels espermatozoides de les espécies
aquatiques, segons B. Baccetti (1977). AC:
acrosoma; SA: material subacrosomic; N:
nucli; CP: centriol proximal; CD: centriol
distal; AX: axonema.
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gametogenesi en els tubuls seminifers i en
el follicles ovarics, respectivament.
Habitualment hi ha dues epoques de ma-
duresa sexual pel maig-juny i pel setem-
bre-octubre, per bé que, tal com ja s’ha dit
abans, aixo depen dels factors mediambien-
tals. Hi ha hagut estius molt calorosos en
que la mortalitat ha estat extremadament
elevada i el cicle reproductor totalment
avortat. La gonada madura, dita també bos-
sa de putxinelli, situada sota el peu, augmen-

ta considerablement de volum i s’expandeix
entre les dues fulles del mantell, la fulla
visceral i parietal, amb la qual cosa aquesta
part de la massa visceral adopta la pigmen-
tacié de la gonada i podem apreciar unes
ramificacions molt tenues, de color general-
ment més clar, que corresponen als gono-
ductes.

Per bé que els gametes s’evacuin pels go-
noductes, hi ha una auténtica destruccio
tissular de la gonada i del mantell, que és

F1Gura 2. Espermatozoides de Crassostrea gigas. a) Micrografia electronica de rastreig, 32.000x.
b) Ultraestructura de la céllula, seccié longitudinal. A: acrosoma; SA: regié subacrosomica; ax:
eix fibrillar; N: nucli; M: mitocondris; 35.000x. ¢) Mitocondris envoltant el centriol; 60.000x%. d)
Sistema d’ancoratge de I’axonema a la membrana plasmatica, que forma una estrella de nou bragos
(fletxes); 90.000%. e) Immunolocalitzacié d’actina a la regi6 subacrosomica; 50.000x.
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seguida d'un procés de cicatritzacid i rege-
neraci6 de les parts destruides.

En els bivalves la fecundaci6 és externa:
els gametes son evacuats a l'aigua, tot i que
en algunes especies la fecundacié es dona
a la cavitat paleal. El desenvolupament pot
ser directe o amb larves trocofores i velige-
res. Ostrea edulis allibera larves de tipus ve-
ligera, mentre que Crassotrea gigas allibera
ous fecundats, de deu a cent milions per
posta (noteu la variabilitat numerica).

Les condicions mediambientals que es
donen principalment a l'estiu fan que els bi-
valves siguin propensos a patir infestaci-
ons per part, sobretot, de trematodes, que
tenen com a principal organ diana I'hepato-
pancrees. En els primers estadis del procés
invasiu no es detecten, perd quan el grau
d’infestacié augmenta els parasits s'escam-
pen i envaeixen altres organs, com les go-
nades i les branquies, i en aquest cas hi ha
elevats nivells de mortalitat (Durfort et al.,

1991, 2003). L'alteracid de la glandula diges-
tiva provoca també un efecte inhibidor en
el cicle reproductor dels bivalves, per exem-
ple alterant la formacio de plaquetes vitel-
lines i, per tant, reduint la taxa reproduc-
tiva dels exemplars afectats (Princep et al.,
1996). En els moHuscs bivalves de les costes
catalanes s’ha detectat parasitosi per Pro-
toeces maculatus en el musclo i per Bucep-
halus haimeanus en l'ostra, dues especies de
trematodes digénids forga freqiients en els
exemplars procedents de muscleres (Dur-
fort et al., 1995).

També a I'hepatopancrees s’installen al-
guns copepodes que destaquen pel seu co-
lor vermell en fer la dissociaci¢ de la glan-
dula digestiva. Son Mytilicola intestinalis, en
el musclo, i M. orientalis en l'ostra. En cas de
trobar-s’hi, n’hi ha de dos a vuit exemplars
per bivalve, pero ocasionalment pot haver-
n’hi de trenta a cinquanta, amb la qual co-
sa l'hepatopancrees queda practicament

FIGURA 3. Patr6 de l'organitzaci6 dels espermatozoides de la subfamilia dels mi-
tilinids, segons Kafanov et al. (1998). a: Mytilus coruscus, b: Mytilus trossulus,
c: Crenomytilus grayanus, d: Mytilus galloprovincialis, e: Mytilus edulis, f: Per-

na perna, g: Perna viridis.
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destruit i aixo provoca un alt index de mor-
talitat. La incidéncia sobre la reproduc-
cid és indirecta, com en el cas del tremato-
des. També hi ha una alteracié morfologica
i ultraestructural important de tots els ele-
ments vibratils de l'exemplar: branquies,
gonoductes i voreres del mantell, entre al-
tres (Durfort et al., 1990).

En menor freqiiencia trobem protozous
parasits, malgrat que hi ha hagut anys en
que Marteilia refringens (Paramyxea) ha afec-
tat un 80 % dels exemplars d’'Ostrea edulis
i de Crassotrea gigas, principalment a I'he-

patopancrees (Riera et al., 1995) i el mateix
passa amb Perkinsus atlanticus (Apicomple-
xa), que parasita les cloisses Tapes decussatus
i Tapes semidecussatus, i causa elevades ta-
xes de mortalitat (Santmarti ef al., 1995). En
els oocits de Mytilus galloprovincialis es tro-
ba el microsporidi Steinhausia mytilovum en
diferents fases del seu cicle de desenvolu-
pament. La proporcié de parasitosis arriba
al 50 % durant els mesos d’estiu. Les espo-
res d’aquest protozou les podem veure fins
i tot en el nucli dels oocits (Sagrista et al.,
1998).

FiGura 4. Espermatozoides de Mytilus galloprovincialis. a) Micrografia electronica de rastreig;
es distingeix bé el cap amb I’acrosoma (A), el nucli (N) i el flagel (F); 12.000x. b) Ultraestructura
d’una seccio longitudinal. S’observen: acrosoma (A), regié subacrosomica (fletxa), nucli (N), pe-
¢a intermeédia amb els mitocondris (M); 14.000x. ¢) Imatge obtinguda amb el microscopi confocal.
En vermell es veu I’eix fibrillar axial detectat amb falloidina-TRICT; 300x. d) i e) Seccions longi-
tudinal i transversal, respectivament, de I’acrosoma i la regié subacrosomica; 60.000 i 70.000x.
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En general la majoria de parasitosis afec-
ten el desenvolupament normal de les gona-
des i, en conseqiiencia, l'alteracié del procés
reproductiu, i arriba a provocar la castracid
dels exemplars. Aquest fet és més freqiient
en els conreus que en estat salvatge.

També hi ha contaminants dissolts en
l'aigua que afecten el desenvolupament
correcte de l'aparell reproductor: nivells no
gaire elevats de plom, cadmi, zinc i mercuri
alteren el procés de I'espermatogenesi i pro-
voquen alteracions morfologiques a l'acro-
soma i a la cua dels espermatozoides, que
en determinen la inviabilitat.

Morfologia
dels espermatozoides
dels molluscs bivalves

Les gonades masculines de moltes es-
pécies de bivalves s’estructuren en agre-
gats, més o menys esferics, constituits per
les celules germinals en successius esta-
dis de diferenciacié i maduracié. Aquestes
masses, anomenades per alguns autors bo-
les espermatiques o també follicles testiculars,
estan envoltades per celules somatiques,
a les quals s’atorguen funcions de sosteni-
ment i trofiques. La sortida dels gametes
es fa a través d'un gonoducte, tot i que so-
vint, en periodes d’hipertrofia de la gona-
da, es produeix l'explosié de les boles esper-
matiques i es dona una invasio6 general dels
gametes per tota la cavitat paleal de l'orga-
nisme.

La principal distincié en la morfologia
dels espermatozoides és deguda al desen-
volupament de la fecundacid interna o ex-
terna. La fecundacié externa esta relaciona-
da amb el que s'anomena forma primitiva de
I'espermatozoide, mentre que la fecundacio6
interna esta associada a les formes d’esper-
matozoides més modificades.

En els bivalves els espermatozoides s’alli-

beren a l'aigua i es produeix la fecundacio
externa. Només s’ha registrat fecundacio in-
terna en alguns grups (Galeommatoidea i
Teredinidae), que utilitzen els tentacles o si-
fons com a organs copuladors, de manera
semblant a com ho fan els cefalopodes i al-
guns gasteropodes.

La morfologia espermatica és molt menys
diversificada que en altres grups de mol-
luscs. Respon al patré de l'espermatozoide
d’'organismes aquatics descrit per Baccetti
(1977) (vegeu la figura 1). En els molluscs de
la classe bivalves, concretament en les es-
pecies estudiades (Mytilus galloprovincialis,
Crassostrea gigas i Donax trunculus) els es-
permatozoides presenten tres parts ben di-
ferenciades: cap, peca mitjana i cua (Fran-
zén, 1956). Els components del cap, el nucli
i l'acrosoma mostren certa diversitat mor-
fologica. Les variacions en la forma del cap
dels espermatozoides estan relacionades
amb les caracteristiques de les cobertes dels
oocits que han de fecundar.

Elnucli conté la cromatina molt condensa-
da i presenta una electrodensitat uniforme.
A mesura que l'espermiogenesi progressa,
la cromatina es va densificant i la part pos-
terior de 'organul s’evagina per formar una
fosseta nuclear, on s’insereix el centriol pro-
ximal. L'acrosoma té una forma ben diferent
en les tres especies, i sovint és una estruc-
tura molt prominent formada per la vesicu-
la acrosomica i la regioé subacrosomica. La
presencia de la regi6 subacrosomica o perfo-
ratorium, que és 'espai entre el nucli i I'acro-
soma, no és exclusiva dels bivalves, i ha es-
tat també descrita en els espermatozoides
de molts altres grups (Baccetti, 1979). La cua
o flagel esta ancorada a la membrana plas-
matica mitjancant sistemes radials més o
menys complexos.
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MATERIALS I METODES

Durant un periode de sis anys hem fet
un seguiment de la maduracié de les go-
nades de tres especies de molluscs bival-
ves, Crassostrea gigas, Mytilus edulis i Donax
trunculus, procedents de diferents arees de
la costa catalana, principalment de Calella,
Badalona i St. Carles de la Rapita.

Les gonades madures s’han processat per
a la microscopia electronica de transmissio
seguint el protocol de rutina: doble fixaci6
amb glutaraldehid al 2,5 % amb PBS 0,1 M,
a pH 74 a 4 °C durant dues hores; després
d’un rentatge de trenta minuts en la soluci6
amortidora es va fer la postfixaciéo amb te-
traoxid d’'osmi a I'l %, igualment preparat
amb PBS, a pH 74 i a 4 °C durant una ho-
ra. Després d'una deshidratacié amb aceto-
nes de graduacié ascendent es van inclou-
re les mostres amb la reina Spurr (1969).
Els talls semifins de control han estat te-
nyits amb blau de metile a I'l % preparat
amb borax al 10 %. Els talls ultrafins han
estat obtinguts amb un Ultracut (Reichert)
i han estat contrastats amb acetat d'uranil i
posteriorment amb citrat de plom, prepa-
rat segons la tecnica de Reynolds (1963). Al-
guns talls han estat contrastats amb acid
fosfotungstic (PTA), per a la visualitzacio
de glicoproteines. Per a la immunolocalit-
zacié de l'actina els talls ultrafins han es-
tat tractats amb anticossos monoclonals
antiactina com a primari i anti-IgG conju-
gats amb particules d’or coloidal de 10 nm
com a secundari. Les mostres a estudi-
ar amb el microscopi de rastreig han estat
recobertes amb carboni o amb or. Les ob-
servacions es van fer amb els microsco-
pis electronics de transmissio Phillips 300
i Hitachi 600 AB i amb el microscopi elec-
tronic de rastreig Zeiss DSM 940 dels Ser-
veis Cientificotécnics de la Universitat de
Barcelona. També s’ha aplicat la tecnica
de la falloidina-TRICT per observar la dis-

tribucié de l'actina amb el microscopi con-
focal.

RESULTATS I CONCLUSIONS

Crassostrea gigas (Thunberg, 1793)
(Ostra portuguesa)

Lespermatozoide madur de C. gigas és
una cellula petita; el cap té uns 2 um de di-
ametre i el flagel uns 50 pum de llargada (ve-
geu la figura 2a).

Lacrosoma i el nucli estan en contacte pe-
ro no en tota la seva superficie. Estan sepa-
rats pel material subacrosomic, que es dis-
posa entre els dos organuls i forma una
fosseta, tant al nucli com a l'acrosoma (ve-
geu la figura 2b). El contingut de l'acroso-
ma és molt dens i en la part més apical es
veu un sistema laminar en el qual alternen
capes fines i capes denses. Aquesta regid
presenta reaccid positiva a la tincié de PTA
(acid fosfotungstic) per a la deteccid de gli-
coproteines (Bozzo et al., 1993).

La regié subacrosomica té un contin-
gut finament granulds i homogeni, entre el
qual es distingeix una formacio axial fibril-
lar (ax) amb els filaments orientats en sentit
anteroposterior, com en M. galloprovincialis.

Elreconeixement del’actina com a compo-
nent d’aquesta estructura axial s’ha com-
provat mitjangant la técnica d’immunolo-
calitzacio amb microscopia electronica de
transmissio. El resultat mostra un marcatge
positiu ben patent (vegeu la figura 2e).

El nucli és més ample que llarg i té una
aparenca uniformement molt electrodensa.

La peca intermedia esta constituida per
quatre mitocondris disposats al voltant dels
centriols proximal i distal (vegeu la figura
2¢). Dels microtubuls A del centriol distal
emergeixen nou radis cap a la membrana
plasmatica, que formen un sistema d’anco-
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ratge en forma d’estrella de nou puntes (ve-  l'estructura normal de 9 + 2 doblets de mi-
geu la figura 2d). La prolongacié del cen- crotubuls.
triol distal forma l'axonema del flagel amb

FiGura 5. Espermatozoides de Donax trunculus. a) Micrografia electronica de
rastreig a 3.000x. b) Seccié longitudinal. A: acrosoma, N: nucli, M: mitocondris;
33.000x. ¢) Detall de ’acrosoma; el constitueixen materials de diferent densitat (flet-
xa) 1 el material subacrosomic homogeni (asterisc). També es veuen grans de glico-
gen (punta de fletxa); 70.000x. d) Regio pericentriolar, amb mitocondris i glicogen
abundant; 60.000x.
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Mytilus galloprovincialis
(Lamarck, 1819) (musclo)

El patré morfologic dels espermatozoides
de la subfamilia dels mitilinids es pot ob-
servar a la figura 3 (Kafanov et al., 1998).

Lespermatozoide del musclo M. gallopro-
vincialis és una celula molt allargada. El
cap de més de 6 um de llargada conté el nu-
cli esferic molt electrodens i un acrosoma
extraordinariament llarg, de 5 um de lon-
gitud, estret i amb forma conica (vegeu la
figura 4a). Segons Franzén (1983), el nucli i
l'acrosoma de M. galloprovincialis es desvi-
en de la forma tipica dels espermatozoides
dels bivalves.

L'acrosoma esta format per components
de diferent densitat electronica que formen
capes superposades per sota de la membra-
na acrosomica (vegeu la figura 4b). La part
posterior de la vesicula acrosomica s'inva-
gina i forma un canal central; és la regid
subacrosomica, on hi ha l'eix fibrillar, for-
mat per filaments d’actina. La distribucid
especifica i la localitzacié d’aquesta prote-
ina es posa de manifest gracies al marcat-
ge amb falloidina conjugada amb TRICT
(isocianat de tetrametilrodamina) i obser-
vant-ho amb el microscopi confocal. Mit-
jancant aquesta tecnica es pot veure com
el feix de filaments d’actina penetra pel ca-
nal central del nucli (vegeu la figura 4c).
El paper de l'actina esta ben definit: pro-
voca la projeccié del contingut de l'acro-
soma sobre la membrana vitellina dels
oocits, que no presenten cellules follicu-
lars.

El nucli té la cromatina homogenia, in-
terrompuda pel canal intranuclear, que va
d'un extrem a l'altre (vegeu la figura 4b).

La peca intermedia conté cinc o sis mi-
tocondris disposats en cercle, al centre del
qual es troba el centriol proximal i distal,
amb algunes restes de glicogen. Sota I'ane-
lla de mitocondris trobem l'aparell d’anco-

ratge que subjecta la peca mitjana a la mem-
brana plasmatica.

El flagel, d'uns 45 pm de llargada, respon
al patr6 general d'axonema microtubular.

Donax trunculus (Linnaeus, 1758)
(tellerina)

La morfologia de l'espermatozoide d’a-
quest bivalve és pot considerar que esta en-
tre les dues especies anteriors. Es una cel-
lula més allargada que els espermatozoides
de C. gigas, perd menys que els de M. gallo-
provincialis. El cap mesura 2 um d’amplada
per 4 um de llarg. L'organitzacio dels orga-
nuls que conté (acrosoma i nucli) és sem-
blant a les altres dues espécies (vegeu la fi-
gura 5b). Lacrosoma té una regié densa i
una clara, i esta en contacte amb el nucli,
interromput per la regi6 subacrosomica, el
contingut de la qual és homogeni. No s'ob-
serva una estructura amb forma d’eix fibril-
lar, com en els casos anteriors (vegeu la fi-
gura 4c).

La peca intermedia esta formada per
quatre o cinc mitocondris i sovint s'obser-
va que els centriols no estan en disposicio
ortogonal, sind que es troben alineats se-
gons l'eix de la cellula. També destaquen en
aquesta zona el sistema radial d’ancoratge i
grans de glicogen ben visibles (vegeu la fi-
gura 5d).

Elflagel té 'estructura habitual, pero s'ob-
serven algunes cellules en les quals emer-
geix en angle recte respecte del cap.
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