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SUMMARY

Ultrastructural characteristics of the oocytes of A. robustus G.O. SARS in the early vitellogenic
stages are studied. The different cellular compartments and their relationship with functions of
synthesis and storage characteristic of this group are described. Blebbing processes of the outer
lamina of the nuclear envelope related with the “endoplasmic pool” and that, apparently, trans-
port material from the nucleus are shown. A part of the cisternae of the endoplasmic reticulum
undergo infolding in the cytoplasm, fuse and evolve, morphollogically, towards a particular type of
yolk bodies. Some considerations are done about the possible mitocondrial origin of a part of the
accumulation vesicles that appear scattered in the ooplasm of the same time that fenomena of
degradation of the cristae of a part of the mitocondria are observed.

INTRODUCCIO

Actualment es disposa de una variada
informaci6 referent als esquemes generals
del desenvolupament oocitari i la fecunda-
cid en els crustacis i d’altres grups zoolo-
gics (BRUSLE, 1972; EDDY, 1975: RAVEN,
1961). Respecte els aspectes citologics i
estructurals, els estudis realitzats a partir
de la excel-lent revisié de KESSEL (1968),
han estat molt dispersos, quant als models
objecte d’estudi, perd tots han estat enri-
quidors quant al coneixement del paper

que desenvolupen els diferents comparti-
ments cel-lulars en les tres fases vitel-loge-
nétiques. Aixi, EDDY (1975), en la revisié
de la citologia de les linies germinals fa
esment dels “nematosomes”, fenomen que
s'inicia a la etapa previtel-llogenética:
BEAMS 1 KESSEL (1962) van descriure el
gran desenvolupament ergastoplasmatic
que t€é lloc a la vitel-logénesi primaria: els
processos de vesiculacid de I’embolcall nu-
clear (BLADES-ECKELBARGER i YOUN-
BLOUTH, 1984; ARNAUD, 1982) o la inter-
venci6 del complexe de Golgi en I'emma-
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gatzematge i compactacié dels productes
de sintesi (DURFORT et al., 1980) sén d’al-
tres contribucions integradores.

En aquesta linia, el present estudi té per
objecte el coneixement de les dues prime-
res fases vitel-logenétiques en els seus as-
pectes morfologics 1 estructurals, fent em-
fasi en les particularitats que presenta
aquest ciclopid en dos dels seus comparti-
ments: I’ergastoplasmatic i1 el mitocon-
drial.

MATERIAL I METODES

Els exemplars estudiats han estat reco-
llits a diferents llacunes litorals del Delta
de I’Ebre (Tarragona). La fixaci6 és rea-
litzada per immersié (2 h.) dels animals
sencers en paraformaldehid 2 %-glutaral-
dehid 2,5 % tamponat amb fosfat 0,2 M
(pH 7,3), bé que en algunes ocasions s’ha
afegit a aquesta solucio, acid tanic fins a
una concentracio final del 4 %. Posterior-
ment es realitza una postfixacié amb OsO,
al 1 % tamponat i en fred (4 °C), al llarg de
90 minuts. Van ser deshidratats en una
série cetonica ascendent, utilitzant com a
intermediari I’0xid de propile i incloent-
los, finalment, en la resina Spurr (SPURR,
1969).

Els talls van ser obtinguts mitjangant un
ultramicrotom Reichert. Els talls semifins,
d’un gruix de 1, varen ser tenyits amb
blau de metilé-borax al 1 % 1 observats en
un microscopi Dialux-Leitz. Els talls ultra-
fins van ser contrastats amb acetat d’ura-
nil, seguit de citrat de plom (REYNOLDS,
1963) i observats en un microscopi electro-
nic de transmissio Phillips 200 del Servei
de Microscopia Electronica de la Universi-
tat de Barcelona.

Per a ’estudi amb el microscopi electro-
nic de rastreig, els exemplars van ser fixats
i deshidratats de la mateixa manera, pas-
sats després per I'acetat d’amil i sotmesos
a la técnica del punt critic per ésser, poste-

riorment, metalitzats amb or i observats
en aparells Cambridge S.4 1 JEOL 840 de
I’esmentat Servei.

RESULTATS

Anatomicament, I'ovari és un organ se-
nar, situat dorsalment respecte l'intesti
mitja. Presenta, en direccid cefalica, dues
expansions, els oviductes que, en arribar a
I’inici de I'intesti anterior, giren 180°, adre-
cant-se cap a la part posterior de I'animal,
aconseguint, a la vegada, una posicié més
medial. Aquesta disposicio morfologica té
també un paral-lelisme funcional, en el
sentit que fenomens temporals, com son la
maduracid dels oocits i la sintesi de nou
material en les diferents fases de la vitel-lo-
génesi, tenen una correspondéncia en la
seva compartimentacid espacial (fig. 7).

a) Previtel-logenesi

En arribar al leptote, primer estadi pro-
fasic, els oocits han augmentat de volum,
fins arribar a les 9-10 m de diametre. L’in-
crement del volum nuclear és més especta-
cular que la resta del conjunt cel-lular, 1
medeix, en terme mitja, 6 a 7 u de diame-
tre. Com a conseqiiéncia, I’'index nucleo-
citoplasmatic arriba a valors molt alts
(més de 0,8). El nucléol no és tnic, 1 esta
constituit per masses disperses periferica-
ment, en contacte amb I’'embolcall nuclear
(fig. 8).

Els mitocondris sdn escassos 1 de matriu
clara. Hi ha abundants ribosomes, disper-
sos en el reduit citoplasma, pero no es
detecta la preséncia de sistemes membra-
nosos, com reticle endoplasmatic, comple-
xe de Golgi 1 vacuols.

Deés d’aquest primer periode meiotic,
apareixen a I’entorn del nucli unes masses
denses als electrons relacionades, topogra-
ficament, amb els porus nuclears; la seva
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estructura és granelluda i filamentosa, tot
coexistint ambdues en proporcié variable.
Malgrat no haver-hi comprovacié citoqui-
mica (ribonucleoproteines), el seu examen
ultrastructural les fa homologues a les ex-
trusions nuclears anomenades “nuages’ o
nematosomes, descrites a diferents models
cel-lulars (principalment en cel-lules ger-
minals 1 neurones) 1 que van ser revisades
per EDDY (1975) (fig. 9).

Als estadis de zigoté i paquité sdn visi-
bles complexes sinaptinémics; desaparei-
xen les masses nucleolars 1 la cromatina és
condensada en grumolls, que corresponen
als cromosomes (fig. 8). Posteriorment, al
diplote, aquella s’homogenitza, donant al
nucleoplasma un aspecte granellut i poc
dens als electrons, on tornen a ser visibles
les, ja esmentades, masses nucleolars peri-
fériques i els nematosomes.

b) Vitel-logenesi primaria

L’inici d’aquesta etapa esta marcat per
un extraordinari desenvolupament mito-
condrial 1 ergastoplasmatic (fig. 11), men-
tre que d’altres estructures, com el reticle
endoplasmatic llis, complexe de Golgi i
vacuols, no son detectats; el volum cel-lu-
lar total arriba a multiplicar-se per un fac-
tor de 5 a 7, encara que el nucli només ho
fa per la meitat.

L’ergastoplasma és vesicular i tubulifor-
me 1 s’observen, a l'interior dels saculs,
uns granuls densos als electrons, amb me-
sures basiques de 40-50 nm de diametre.
Part del gran desenvolupament ergasto-
plasmatic sembla que té el seu origen en
un procés de vesiculacié de I'embolcall nu-
clear, en concret de la seva membrana ex-
terna (figs. 1, 10, 11), fenomen descrit en
un calanoid per BLADES-ECKELBARGER i
YOUNGBLOUTH (1984).

Aquesta vesiculacié és explosiva en els
primers moments, pero d’'una durada molt
curta. Les vesicules son polimorfes, de di-
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ferents grandaries i, en general, contenen
un material fibrés que es condensa en gra-
nuls semblants als que contenen els saculs
ergastoplasmatics. Aquests evolucionen
amb nous productes de sintesi, que es dis-
posen segons 1’eix longitudinal, donant-se
una primera fase de condensacié entre ells.
Quan el nombre arriba a 10-15 unitats,
condensades o no, part dels saculs s’incur-
ven, tot prenent una forma semblant a la
dels torus geometric, 1 incorporen en el seu
interior alguns elements lliures en el cito-
plasma, fonamentalment ribosomes, quan
els dos extrems d’aquesta formacid torica
es fusionen per a donar una vesicula
(figs. 2, 12). La resta dels saculs sembla
que només fan una condensacid intra-
membranosa.

D’una manera o altra evolucionen cap a
una agregacio generalitzada, amb nova sin-
tesi 1 la constituci6 final d’un granul vitel-
linic primordial, al qual se li van afeigint,
dintre del sacul d’ergastoplasma, d’altres
de nova acumulacié. El resultat final és
una estructura envoltada per una doble
membrana, on es poden distingir, a nivel
morfologic tres components: a) un compo-
nent basal 1 majoritari, que constitueix el
producte de nova sintesi, de naturalesa
granelluda 1 electrodensa; b) un compo-
nent fibros, extraordinariament dens als
electrons que al comengament de I’elabo-
racio és quantitativament molt important
perod que minva rapidament en la madura-
cio; c) dintre d’aquest segon hi ha una
zona central clara, fibrosa i laxa. La mem-
brana més externa que envolta el conjunt
sembla ser la propia del sacul ergastoplas-
matic, 1 porta fins al final del procés ribo-
somes adherits, mentre que I'interna aviat
els perd 1 acaba per desaparé¢ixer ella ma-
teixa (fig. 14). Finalment tot el granul evo-
luciona, tal com hem esmentat anterior-
ment, presentant un aspecte homogeni,
constituint el primer tipus plaquetari.

Respecte al complexe de Golgi ens tro-
bem a la fi d’aquesta etapa amb I’observa-
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ci6 de formacions membranoses, que no
tenen la disposicié caracteristica d’aquesta
estructura. Son constituides per un cumul
de vesicules relativament petites i un nom-
bre reduit de sacs aplanats, no ben bé deli-
mitat quant a la seva extensio —i, per aixo,
podria ser més convenient de parlar de
“zones golgianes™ (fig. 13)—, 1 no es poden
relacionar clarament amb cap altra estruc-
tura cel-lular, encara que sempre son en-
voltades per I'ergastoplasma i els mitocon-
dris.

El conjunt mitocondrial, que a la previ-
tel-logénesi es constituia amb elements de
gran mida, pero en nombre reduit, inver-
teix practicament la situacio, tot multipli-
cant-se extraordinariament en un procés
paral-lel a I’ergastoplasma. La seva granda-
ria és mitjana, i s’observen molt aviat fe-
nomens de fusio entre ells i de regressio
interna, fonamentalment a les crestes
(figs. 11, 12) i, com a conseqiiencia, for-
men grans vacuols, que, cap al final d’a-
questa etapa, es van omplint d’'un material
molt laxe al comengament, més condensat
després 1 tenint, a terme, un aspecte grane-
llut 1 relativament electrodens, constituint
el segon tipus fonamental de vitel-lus (figu-
res 12, 15).

DISCUSSIO

La representacio en forma d’histograma
dels index nucleo/citoplasmatics obtinguts
en seéries independents de dades (n=64)
preses d’una col-leccio de talls parasagitals
de diferents exemplars, denota la possible
distribucié bimodal del parametre (fig. 3),
amb una vall situada entre 0,6 i 0,7, la
qual cosa podria interpretar-se com a re-
flex de la existéncia de dues poblacions,
corresponents a un index mig molt alt
(0,85-0,90) i a un altre relativament baix
(0,4), que corresponen a les poblacions
d’oocits en previtel-logenesi i vitel-logenesi
primaria. Si alhora fem una representacio

dels parells diametre nucli-diametre cito-
plasma, el nuvol de punts es descomposa
en dues agrupacions clares i definides
(fig. 4), que podrien estar en la mateixa
linia de les ja esmentades en tractar el
parametre anterior.

Encara que aquestes dues mesures les
podem correlacionar mitjangant una corba
exponencial, amb un bon index (0,94)
(fig. 5), I'equacid resultant és de dificil in-
terpretacio i el seu valor seria en principi,
restringit a aquesta espécie en particular.

Pero de la representacio histogramatica i
dels parametres es pot extreure com a con-
clusid evident I’extraordinaria rapidesa de
pas de la primera fase a la segona, en base
a la practica inexisténcia de valors inter-
medis entre una i I’altra. Si aixo és correc-
te, hem de suposar una maquinaria sintéti-
ca molt potent i sincronitzada per tal de
produir, si més no, membranes, o bé I'exis-
téncia d’un reservori previ. La conseqiien-
cia, a part del logic increment de I'embol-
call nuclear i 'oolemma, és la preséncia de
dos sistemes membranosos molt desen-
volupats: el mitocondrial i I’ergastoplas-
matic.

La vesiculaci6 de I’embolcall nuclear
descrita en diferents models cel-lulars, en-
tre ells els oocits, pot estar en la mateixa
linia que el fenomen dels nematosomes,
pel que fa referéncia al pas d’informacio6
organitzada, pero en aquest cas €s Compro-
va, morfologicament, que son la base de
part de les formacions ergastoplasmati-
ques.

Mentre que el model general de sintesi
proteica als crustacis sembla ser el de la
fusio intracisternal dels granuls (KESSEL,
1968a, b), en el cas de A. robustus, hi ha un
material originari nuclear (almenys en una
proporcié important dels saculs) que es va
organitzant ja abans de la segregacio de la
vesicula per part de I’embolcall nuclear
(fig. 10), mitjangant una compactacié del
material filamentos, al qual posteriorment
s’afegeixen productes de nova sintesi, un
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cop lliure al citoplasma. El que és caracte-
ristic de I’espécie en estudi és I’evolucid
d’almenys, part dels saculs ergastoplasma-
tics. La fusio parcial dels granuls seria una
situacio intermedia entre 1’oogenesi del ca-
lanoid Labidocera aestiva (BLADES-ECKEL-
BARGER 1 YOUNGBLOUTH, 1984), en la
qual fonamentalment no hi ha fusio, i I'ex-
pressada pel model general, en el qual pre-
domina, des del primer moment de sintesi,
la fusid total dels grans. El fet que aquesta
fusié parcial sigui continuada per una in-
curvacio sacular i possible segrestament de
material citoplasmatic (ribosomes?) evi-
dencia: 1) la heterogeneitat del material
contingut a la vesicula, comprovable a ni-
vell morfologic; 2) la sintesi 1 'emmagatze-
matge fraccionats del primer tipus fona-
mental de vitel-lus, inclus amb la preséncia
temporal de compartiments intrasaculars;
3) la complexa reorganitzacié morfologica
de tots aquests components fins a donar
una vesicula homogenia (figs. 12, 14).

Les vesicules que contenen el segon ti-
pus fonamental de vitel-lus (fig. 12),
creiem, per les imatges obtingudes, que
provenen de la reestructuracié d’un gran
nombre de mitocondris, en degenerar les
crestes 1, encara que I’origen del contingut
romani desconegut, s’han observat restes
de doble membrana a la vesicula madura
(fig. 15), la qual cosa vindria a confirmar
I'idea exposada 1 completaria parcialment
els treballs fets pels autors esmentats
abans, quan exposen la preséncia de “vesi-
cules buides que s’omplen de material mit-
janament dens”, tot afirmant la seva des-
coneixen¢a (BLADES-ECKELBARGER 1
YOUNGBLOUTH, 1984) 1 els treballs de AR-
NAU et al. (1982) que observa formes de
transicio entre I’ergastoplasma 1 les vesicu-
les buides.

Pel que fa referéncia a les anomenades
“zones golgianes™ (fig. 13), no sembla que
tinguin una relacid directa amb cap orga-
nul, encara que sempre estiguin envoltades
pels mitocondris i I’ergastoplasma, i aques-
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ta proximitat s’interpreti com a funcional
(ANDERSON, 1974), ja que s’ha d’observar
que aquesta també és obligada pel gran
desenvolupament d’aquells dos sistemes
membranosos; respecte a aixo és obligat
també d’assenyalar que en un altre ciclo-
pid, Cyclops strenuus, DURFORT et al.
(1980) han observat un complexe de Golgi
actiu 1 en relaci6 amb I’ergastoplasma al
llarg de la vitel-logensi.
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Fig. 1. Esquema del procés de vesiculaci6 de I'embolcall nuclear.

Fig. 2. Esquema de la estructuracié d’una part dels
saculs ergastoplasmatics.

TAMETRO NUCLED (um

Fig. 4. Representacié de la poblacio de punts corres-
ponents als parells diametre nucli-diametre citoplas-
ma.
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Fig. 3. Histograma de la distribucié de la relacié nu-

clei/citoplasmatica.
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Fig. 5. Corba de regressio dels parametres represen-

tats a la fig. 4.



Fig. 6. A a. robustus (visié dorsal). Es tracta d’un Fig. 7. Tall parasagital d’un oviducte. Es pot ()h§cr-
exemplar femella, en el qual destaca la preséncia dels var la gradacié espacial en la maduraci6 oocitaria
dos sacs ovigers. (1 >2) i la seva proximitat al tub digestiu (I)
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Fig. 8. Grup d’oocits en diferents estadis de la profase I: leptoté (a) i paquite-zigote (b). Es reconeixen complexes
sinaptinémics ($4¥) (x7800).

Fig. 9. Etapes inicials de la vitel-logénesi primaria, on es poden distingir: (4), nematosomes; (n), masses nucleolars
perifériques; (N), nucli. S6n remarcables les dilatacions de I'embolcall nuclear i els complexes dels porus
(x11400).

Fig. 10. Vesicula o dilataci6 de I’embolcall nuclear, I'interior de la qual conté un material d’estructura filamentosa en
procés de compactacio. (—), restes dels complexes de porus; (N), nucli (x119500).



Fig. 14. Plaqueta vitel-lina del tipus 1 en fase sintesi i Fig. 15. Estat final de compactaci6 del tipus vitel-li-
estructuracio. (a, b, ¢) senyalen els tres components nic 2, envoltat per restes de doble membrana (—)
esmentats en el text; (—), membrana interna en re- (x78600).
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Fig. 11. Vitel-logénesi primaria. Gran desenvolupament mitocondrial i ergastoplasmatic. (*). mitocondris
en diferents estadis de regressio de les crestes: (4), vesiculacio de I'embolcall nuclear; (N), nucli (x8000).
Fig. 12. Vitel-logénesi primaria. (1), primer tipus fonamental de vitel-lus; (2) segon tipus fonamental; (v),
vesicules buides, de possible procedéncia mitocondrial; (—), diferents estadis de la formacié de la plaqueta
vitel'lina 1, amb figures del fenomen d’incurvacid (x15100).

Fig. 13. Detall de les ““zones golgianes™ (1) (x18000).



