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SUMMARY

General considerations about inorganic salts bioaccumulation whithin intracytoplasmic

structures from various plant and animal cellular types (iodides, bromides, carbonates, phos-

phates, nitrates, oxalates, etc.).

Suitable technics such as polarization, staining, microanalysis and structural study pro-

vide data about the chemical structure of concretions or spherocrystals, and also allow us

to follow their origin and later development.

We have studied hepatopancreas B cells of Mollusca Polyplacophora and intestinal cells

of copepoda and we can report that, in these cells, various cytoplasmic structures are invol-

ved in the building of lythosomes, either simultaneously or separately.

It must be emphasised that the Golgi complex and the endoplasmic reticulum take part

in this process, as a general rule. Likewise, in certain species such as Eucyclops serrulatus,

micropits originated at the apical pole of intestinal cells take a large amount of exogenous

material. In the same species, mitochondria are also involved in the formation of lythosomes.

There is a discussion about the storage function of these concretions as well as about

their role in the growing and consolidation of the carapace and the integument in both inver-

tebrate groups.

RESUM

Consideracions generals sobre la bioacumulacio de sals inorganiques en estructures intra-

citoplasmatiques en determinats tipus cellulars de plantes i animals (iodurs, clorurs, bromurs,

carbonats, fosfats, nitrats, oxalats, etc.).

Tecniques adients d'estudi com son la polaritzacio, el tintatge, la microanalisi i 1'estudi

ultrastructural aporten dades sobre la natura qufmica de les concretions o esferocristalls,

alhora que permeten de coneixer-ne l'origen i el desenvolupament posterior.

En les cellules animals estudiades, les cellules B de l'hepatopancrees de molluscs polipla-

cofors i en cellules instestinals de copepodes, diverses estructures citoplasmatiques estan im-

plicades, simultaniament o per separat, en la formacio de litosomes.

Cal destacar-hi la participacio generalitzada del reticle endoplasmatic i de l'aparell de

Golgi. Aixf mateix, en determinades especies, com ara en Eucyclops serrulatus, microcriptes
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formades a nivell del pol apical de cellules intestinals segresten una gran quantitat de mate-
rial exogen. En aquesta mateixa especie, els mitocondris tambe intervenen en la formacio
dels litosomes.

Hom discuteix el significat de reserva que tenen aquestes concretions i el paper que
tenen en el creixement i en la consolidacio de la closca i del tegument d'ambdos grups d'in-
vertrebrats.

Introduccio

Determinats tipus cellulars, tant vegetals com animals, en condicions nor-
mals, es a dir, no en estat patologic, tenen la propietat d'acumular diverses sals
inorganiques.

Entre les plantes que gaudeixen d'aquesta propietat, cal esmentar les algues
marines, que en Ilurs vac6ols gegantins acumulen clorurs, bromurs i tambe
iodurs. Aquestes sals es troben dissoltes en el suc vacuolar i mitjant ant 1'apli-
caci6 de tints, com ara el Blau de cresil, queden tintades d'un magnific color
fosc.

Si les sals es troben en suficient concentracio, precipiten espontaniament en
forma de cristalls prismatics o aciculars mes o menys caracteristics de cada
genere. Com mes diluida sigui la concentracio del liquid vacuolar, mes perfecta
sera la cristallitzaci6. En provocar la plasmolisi, els vacuols es deshidraten i les
sals precipiten i s'esdevenen visibles.

Els clorurs poden posar-se de manifest amb la solucio de Macallum (nitrat
de Plata a 1'1/10 amb acid nitric) que dona un precipitat insoluble de clorur
d'argent. No solament les algues tenen clorurs; SCHIMPER (1883) en plantes
de les families de les urticacies, quenopodiacies, tamaricacies i malvacies, aixi com
en les compostes, en localitza de sodics i de potassics, i FITTING (1911) en troba
en plantes de Ilocs desertics.

MOLISCH (1905) detecta clorurs cristallitzats en el latex d'euforbiacies, mo-
racies, apocinacies, entre altres.

Nombroses especies d'algues marines, principalment rodoficies, tenen en
dissolucio en el suc vacuolar iodurs, que in vivo amb el blau de cresil precipiten
donant cristalls vermells o violats (MANGENOT, 1928).

Els bromurs es troben en c0-Jules especials, propies d'algues vermelles, cel-
lules denominades bromiques per SAUVAGEAU (1925 i 1926).

En deshidratar seccions d'euforbiacies, cactacies i maratiacies, amb alcohol
de 90-96°, HANSEN * obtingue esferocristalls poc refringents que donen reaccio
positiva al fosfat calcic, i BELZUNG (1893) hi demostra la presencia de mala-
fosfat calcic, adhuc de malat calcic.

Els nitrats, en forma de nitrat calcic i potassic, es troben en totes les plan-
tes, i es molt important Ilur presencia en les nitrofiles. BELZUNG (1893) deshi-

* Aquest treball pertany al llibre de GUILLIERMONT et al. (1933) que es citat a la Biblio-
grafia.
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ESTUDI DE CONCRECIONS MINERALS 27

drata les seccions amb glicerina i fa apareixer en els vacuols nombrosos cristalls

prismatics, incolors, que sota l'accio d'una solucio sulfurica de difenilanina es-

devenen blaus.

Fig. 1 . - Esquema de MANGENOT (1927) procedent del «Traite de Cytologie
vegetale » de GUILLIERMONT (1933).

Frequentment tambe tenen sulfats; aixi BELZUNG posy de manifest el sulfat

potassic en plantules de Lupinus, i feu precipitar el sulfat de calci, en forma de

cristalls aciculars, per deshidratacio de les seccions amb glicerina.
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Una revisio molt interessant , i referencia obligada per be que antiga, la
trobern en el text de GuILLIERMONT et al. (1933).

Els cristalls poden tenir formes molt diferents : prismatiques , aciculars que
formen rafidis , constituint druses, o be adopten la forma sorrenca , corn es el
cas de les plantes de la familia de les solanacies.

Plantes terrestres , tan diferents com poden esser el julivert ( Petrozelinum
sativum ) i el vesc (Viscum album ) entre altres , acumulen oxalats i carbonats
calcics que cristallitzen i donen hoc a unes magnifiques druses que fins i tot
arriben a deformar les cellules parenquimatiques que les contenen a causa de
llur grandaria.

Cal esmentar , en aquesta breu revisio, una formacio molt especial, el cisto-
lit, formacio descrita el 1827 per MEYEN en el Ficus elastica . Una determinada
cellula epidermica, denominada idioblast , creix molt mes que les seves veines.
La seva paret apical creix puntualment cap a 1'interior i forma un peduncle
silicificat , en 1'extrem del qual es van dipositant sals calcaries recordant un
xic el creixement d'una estalactita. Les plantes de les families de les urticacies,
moracies , acantacies i ficacies , acostumen a presentar-ne.

Alguns autors , com ara DORMER ( 1961 - 62), han demostrat que els cristalls
poden tenir un valor sistematic , i aixi troba diferencies significatives en cellules
de la paret de l'ovari d'unes 10 especies de compostes.

En les cellules vegetals, 1'acumulaci6 de les sals pot tenir dos significats:
l.r) regulacio de la pressio osmotica , i 2.n) funcio excretora.

L'excrecio en les plantes , a part de la formacio de cristalls , pot tenir hoc
mitjancant 1'elaboraci6 d'essencies , de gomes, de mucilags o de latex. L'adopcio
d'un sistema o 1'altre depen de la filogenia de la planta , aixi corn del seu habitat.

La presencia de sals inorganiques cristallitzades dins les cellules pot esde-
venir alhora motiu que les plantes en questio no siguin menjades per qualsevol
herbivor , ja que normalment son abrasives . Pero alhora poden tenir un efecte
perjudicial per al creixement . Una revisio molt acurada d'aquest tema es troba
en el treball de CHETELAT (1978).

Fent una breu revisio de les cellules animals , cal pensar que hi trobem, en
condicions normals, formacions esferoIdals , denominades tambe concrecions,
que poden tenir dues funcions : l.r) reserva de sals, i 2.n) caracter excretor.

En ambdos casos, les sals son incorporades a l'organisme per l'absorcio in-
testinal o gastro-intestinal . En determinades ocasions i amb la intervenci6 d'una
estructura citoplasmatica o mes, aquestes sals queden atrapades dins una matriu
organica i s'inicia un proces de microcristallitzacio que dona lloc a unes magni-
fiques formations concentriques : els esferocristalls . Aquest es el cas que des-
criurem en els dels copepodes . Es obligat de consultar els treballs de GRAF
(1968, 1971 i 1978, entre d'altres ) pel que fa als sistemes d'emmagatzemament
de calci en crustacis amfipodes.

Pot esser tambe que, un cop les sals son dins la cellula intestinal , passin a
1'hemolimfa , i aquesta les distribueixi per tot 1 ' organisme . En arribar a 1'hepato-
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pancrees (en el cas d'alguns molluscs i crustacis superiors) seran captades per
un dels seus tipus cellulars i, amb la participacio d'una o de diverses estructures
citoplasmatiques, s'hi formaran igualment unes concrecions o esferocristalls
(DURFORT, 1982a).

En alguns grups d'insectes, principalment ortopters i hemipters, les sals s'in-
solubilitzen en els tubs de Malpighi en esser-hi filtrada 1'hemolimfa, i donen
hoc a formacions esferoidals, d'aspecte ultrastructural similar a les descrites
anteriorment.

En aquest darter cas, en el dels insectes, el significat d'aquestes formacions
es sens dubte excretor. En el <<Mundo Cientifico» del mes de setembre de 1984
apareix una nota de SIMKISS sobre els invertebrats que neutralitzen els metalls
pesants, resumint els diversos mecanismes d'entrada dell ions metallics.

En els vertebrate, formations d'aquest tipus i en condicions normals han
estat descrites en peixos (BERNER, 1980).

Una revisio molt interessant dels mecanismes de la biomineralitzacio en
animals i plantes, es la d'OMORI et al. (1980).

A nivell d'acumulacio de contaminants, cal, entre d'altres, esmentar la revi-
sio feta sobre el cadmi per GOTTOFREY (1984) aixi com la de MARTOJA et al.
(1984).

L'estudi de les concretions minerals intracitoplasmatiques ha estat duta a
terme mitjancant l'observacio de seccions semiprimes amb el microscopi optic i
amb el microscopi electronic de rastreig, aixi com 1'estudi de seccions ultrafines
amb la microscopia electronica de transmissio.

Material i metodes

Hom ha treballat amb hepatopancrees de molluscs poliplacofors de les espe-
cies: Trachydermon cinereus i Chaetopleura fulva, per a la qual cosa ha estat
aillada i dissociada la glandula digestiva.

Les especies de copepodes d'aigua dolca estudiats han estat: Cyclops stre-
nuus, Eucyclops serrulatus, Diaptomus conexus i Eurytemora velox. Els exem-
plars han estat processats sencers, per rao de llurs reduides dimensions: de 2 a
5 mm de Ilargada.

La metodologia emprada ha estat la mateixa per a totes les especies. En tots
els casos el material ha estat fixat amb glutaraldehid i paraformaldehid tamponat
amb Sorensen o be en cacodilat sodic, a pH 7,3 i a 4 °C de temperatura durant
2 hores. Postfixacio amb OsO' al 2 Jo igualment tamponat, al mateix pH, a
4 °C i durant 2 hores.

Despres d'una acurada deshidratacio amb una serie ascendent d'acetones o
d'alcohol, cal procedir a la inclusio amb Araldite, Epon 812 o be amb
SPURR (1969); aquesta darrera resina es la que ha donat mes bons resultats a
causa de la seva baixa viscositat.
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4, 5, 6 i 7. - Diverses etapes de la formacio de concrecions en cellules del tipus B

de l'intesti de Diaptomus connexus (18.000 x).
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Amb un ultramicrotom Reichert OMU han estat obtingudes les seccions

semiprimes (d'uns 2 µm de gruix) i les ultrafines (300 A de gruix).

Seccions semiprimes

1) Observacid directa amb el microscopi optic de llum polaritzada. Les

concrecions estudiades son generalment birefringents.

2) Tintatge amb blau de metile-borax (metode rutinari). Les concrecions

apareixen tenyides intensament i uniformement.

3) Tintatge amb vermeil d'alitzarina en solucid aquosa al 0,5 `%. Queden

tenyides de color vermell intens.

4) Doble tintatge amb nitrat d'argent i blau de metile. Les concrecions

presenten una regio periferica nitrat d'argent-positiva i una interna blau de

metile-positiva.
5) Doble tintatge amb la reaccid de 1'acid periodic de Schiff i el blau de

cresil. Les concrecions apareixen amb una zona central intensament vermella,

PAS-positiva, una regio intermedia, lleugerament PAS-positiva i una regio cor-

tical intensament blava.

6) Seccions semiprimes recollides en reixetes d'or i ombrejades mitjancant

la tecnica del <<sputtering>> amb un Polaron model E.5000, queden recobertes

per una capa d'or o de carbd de 300 a 500 A de gruix. L'observacid ha estat

feta amb un microscopi electronic de rastreig Philips amb un sistema d'analisi

per difraccid d'energia dispersiva de raigs X (EDAX) de l'Escola d'Enginyers

de Barcelona.
7) Les seccions ultrafines han estat contrastades amb acetat d'uranil i

citrat de plom, metode rutinari. Hom ha pogut seguir la genesi dels litosomes

a partir de diverses estructures citoplasmatiques. Les observacions han estat

fetes amb un microscopi electronic de transmissid Philips 200 del Servei de

Microscopia Electronica de la Universitat de Barcelona.

Observacions

En les cellules B o bioacumuladores de l'hepatopancrees dels molluscs poli-

placofors Trachydermon cinereus i Chaetopleura fulva, s'acumulen concrecions

de 2 a 4 µm de diametre que s'originen en l'interior de grans vacuols : els lito-

somes.
L'origen dels litosomes en aquestes especies es a partir del complex de

Golgi, aixi com del reticle endoplasmatic rugds. Ensems es formen citolisoso-

mes gegants , amb profusid de figures mieliniques en llur interior . Els resultats

ja han estat parcialment publicats ( DURFORT, 1982 ) ( fot. 2 i 3). La microanalisi

pel sistema EDAX ha permes de coneixer la composicid dels esferocristalls,

Ileugerament diferent en les dues especies , pero basicament similar: Na , Mg, Si,

K, Ca, Fe i Cu ( fot. 12 i 13).
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9 i 10 . - Imatge de dues concretions que permeten d'observar un nucli central
menys dens ( matriu organica ) envoltat d'un material electrodens en

que hi ha una microcristallitzacio ( 18.000 x).
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En el cas dels copepodes , per tal com no tenen hepatopancrees , es 1'intesti

qui fa alhora les funcions bioacumuladores descrites en el cas de les cellules B

de 1'hepatopancrees dels molluscs ( DURFORT, 1981 , 1982a, 1982b ). Efectiva-

ment, juntament amb els enterocits , cellules tipus A facilment identificables

per llur riquesa en microvillis molt esvelts ( fot. 1 ), trobern unes cellules menys

nombroses amb microvillis molt mes curts i amb mes quantitat de formacions

d'endocitosi : son les cellules de tipus B . En determinats estadis fisiologics

aquestes cellules presenten uns magnifics litosomes . En la seva formacio inter-

venen : 1) complex de Golgi, 2 ) reticle endoplasmatic rugos, 3 ) mitocondris,

4) grans invaginacions del plasmalema apical de la cellula.

Allo mes frequent i que hem trobat en tots els casos estudiats es 1'origen

dels litosomes a partir del reticle endoplasmatic rugos. Aquesta estructura

vesiculo-membranosa dona Iloc a grans vac6ols: els litosomes , i en diversos

punts apareixen fenomens de mielinitzacio que aportaran el substrat organic,

en el qual es dipositaran les sals incorporades pel pol apical de la cellula.

El menys frequent , unicament observat en Eucyclops serrulatus , es la forma-

66 de concrecions a partir de mitocondris i de grans criptes formades per inva-

ginacions de la membrana cellular apical ( DURFORT , 1983).

De l'especie Diaptomus conexus , procedent dels Ilacs del Canada, aportem

imatges inedites (fot. 4 -9) que assenyalen el parallelisme de la seva formacio

amb alto que s'esdeve en les altres especies : Cyclops strenuus i Eucyclops se-

rrulatus.

La microanalisi dona resultats sensiblement diferents que son justificats pel

tipus d'aigua en que es troba aquesta especie , que procedeix dels Ilacs canadencs.

Conclusions

A diferencia de les concrecions minerals presents en les cellules dell tubs

de Malpighi dels insectes , que tenen un caracter eminentment excretor , en blo-

quejar les sals inorganiques per aquest sistema, les concrecions descrites en les

especies de copepodes estudiades tenen un sentit de reserva , aixi corn les que

hem localitzat en la glandula digestiva dels molluscs poliplacofors ( DURFORT,

1982a).
Efectivament , les concrecions inorganiques trobades en les cellules B de

l'hepatopancrees serveixen de reserva de sals, i en el moment del creixement de

les plaques i Ilur consolidacio , rota influencia hormonal , hi ha una redissolucio

d'aquestes concrecions i, per via hemolimfatica , les sals assoleixen la capa epi-

dermica.
En el cas dels copepodes , el significat es el mateix . A manca d'hepatopan-

crees, son les cellules B del tub digestiu mitja i posterior que fan aquesta fun-

cio. Quan s ' esdeve 1'ecdisi o muda, es el moment en el qual les concrecions es

dissolen i les sals, per via hemolimfatica , van a consolidar la cuticula quitinosa

dels exemplars.
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11. - Imatge al microscopi de rastrcig de les concrecions de l'hepatopanerees de Chaetopleura
fulva. En fer la seccio semiprima, la ganiveta ha arrencat algunes concrecions, i hi veiem
litosomes buits (10.000 x). - 12. - Mapping del calci present en una de les concrecions estu-
diades. - 13. - Grafica de la microanalisi, obstinguda despres de 100 segons d'exposicio i

treballant amb 20 electrovolts. 1: Na, 2: Mg, 3: Si, 4: Au, 5: K, 6: Ca, 7: Fe, 8: Cu.
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Els resultats obtinguts sobre l'origen dels litosomes concorden amb els

trobats per GRAF (1983) en Orchestia gammarellus, i amb els de POQUET

(1984) trobats en les cellules de tipus B del tub digestiu d'una especie de cope-

pode ectoparasit de peixos: Lhernantropus kroyerii, en que els esferocristalls

s'originen principalment a partir del reticle endoplasmatic rugos, be que tambe

n'ha estat observat l'origen a partir de mitocondris. Cal subratllar, pero, que en

una altra especie estudiada, en aquest cas endoparasita del musclo, Mytilicola in-

testinalis (DURFORT, 1977), mai no hem trobat esferocristalls en les formes adul-

tes, per be que les fases larvaries Mures d'aquest parasit presenten esferocristalls

en les cellules B de llur incipient tub digestiu (MERCADE, 1984); per la qual

cosa considerem que les especies endoparasites no necessiten reserva de sals

minerals per a la consolidacio de llur tegument, que es summament tou. Tambe

cal tenir present el regim alimentari que condiciona llur parasitisme, tan dife-

rent del de les especies Mures i fins i tot del de les ectoparasites.
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