Butll. Inst. Cat. Hist. Nat., 45 (Sec. Zool., 3): 37-46. 1980

NOTES SOBRE EL DESENVOLUPAMENT EMBRIONARI
DELS CARGOLS D’AIGUA DOLCA PHYSA ACUTA I P. FONTINALIS
(GASTEROPODES, PULMONATS) *

Joan-A. Vela i Fernandez ** Rebut: juliol 1979

SUMMARY
Notes on embryonic development of the freshwater snails Physa acuta and P. fontinalis
(Gastropoda, Pulmonata)

The development of two species of Physids (Physa acuta and P. fontinalis) is studied.
On the whole they agree with the early description given by Wierzejski, though our study
adds two points worth considering. Firstly, there is a clear asymmetry in the dorsal half of
the trochophore as shown by the shell gland displacement to the right and further by the
fact that cell 1d?? is placed higher than Ic2 in the dorsal region of the head vesicle. The
possible mechanisms leading to both asymetries are discussed. Secondly, the invaginating
shell gland and radular sac are the RNA richest tissues in the trochophore. The possible
relationships between cell differentiation pathway and this RNA endowment are discussed
for both tissues. Finally, in the species studied, there is a clear relationship between the
enteroblasts and the gut wall during the development of the hindgut. This result is clearly
at variance with Wierzejski's description.

INTRODUCCIO vularis. A més a més s’han publicat alguns
estudis bioquimics (fosfatases) sobre el
desenvolupament de P. acuta i P. fontina-
lis (D’ANCONA LUNETA & MINGANTI, 1964;

MiINGANTI & MaNcuso, 1962, i MORRILL,

El desenvolupament embrionari dels fi-
sids fou exhaustivament estudiat per
WIERZEJSKI (1905) en un extens treball de-

dicat a Physa fontinalis. Tanmateix han
estat publicats després alguns treballs, en-
cara que més reduits, tocant al desenvolu-
pament d’altres especies de Physa; con-
cretament els de DE Wirt (1954) sobre
P. gyrina i els histoquimics (G-Nadi oxi-
dasa) de Mancuso (1954, 1955) sobre P. ri-

1965, 1973).

De totes les especies suara esmentades,
solament Physa acuta es troba a Catalunya
(Physa rivularis és un sinonim de la va-
rietat subopaca de P. acuta), car aquesta
especie predomina al sud d’Europa. P. fon-
tinalis encara que estesa arreu d’Europa,

* Aquest treball ha estat realitzat en part amb una beca d’'intercanvi entre el CSIC i la Universitat

d'Utrecht (1977).

** Departament de Genetica. Facultat de Biologia. Universitat de Barcelona. Gran Via de les Corts

Catalanes, 585. Barcelona, 7.
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és tipica del nord i centre del continent, i
P. gyrina és una especie americana, mal-
grat que introduida recentment a Angla-
terra.

Al present treball ens proposem d’estu-
diar alguns aspectes del desenvolupament
embrionari de Physa acuta i P. fontinalis,
tot pensant en eixamplar el coneixement
de I'embriologia dels fisids.

MATERIALS | METODOLOGIA

Per a la realitzacié d’aquest treball s’han
utilitzat embrions de Physa acuta var. sub-
opaca i P. fontinalis. Els especimens de la
primera especie procedien majoritaria-
ment de l'estany de la Foixarda (Mont-
juic, Barcelona), de Banyoles i del riu
Fluvia (Esponella i Orfens) (totes tres lo-
calitats del Girones), i els de la segona
dels canals dels voltants d'Utrecht (Ho-
landa). Els espécimens es mantingueren
en aquaris amb aigua de l'aixeta i s’ali-
mentaven amb enciam o bledes, o un
menjar especial preparat amb diversos ve-
getals.

Les postes es colliren directament de
I'aquari i hom n’eliminava el mucus fent-
les rodolar sobre un paper de filtre humit
fins a aconseguir la neteja total de les cap-
sules. (S'utilitza en aquest treball la ter-
minologia de Bretschneider, en la qual
capsula vol dir el conjunt de I'embrié més
I’album envoltats pel corion, i massa d’ous
—preferim anomenar-la posta— el conjunt
de capsules relligades pel moc). Un cop fet
aixo, es descapsulaven amb l'ajut d’'unes
pinces de rellotger i es continuava amb la
tecnica histologica adient.

Les tecniques histologiques utilitzades
han estat de dos tipus: a) impregnacioé
«in toto» amb argent, i b) tecniques histo-
logiques convencionals.

a) Impregnacio amb argent: Aquesta tec-
nica, coneguda d’antic, ha estat millorada
per tal d’aplicar-la als embrions de gaste-
ropodes per Verdonk. Es tracta d'una im-
pregnacié de les membranes cellulars amb
compostos d’argent, la qual cosa permet
una visi6 global de 'anatomia de 'embrid.
Sén, en realitat, dues técniques una mica
diferents segons siguin els embrions joves
0 més avangats.

a-1) Tecnica per a embrions joves (S'uti-
litza per als estadis de clivellament i tro-

38

cofora jove): Es posen els embrions un
cop descapsulats en una solucié de pro-
teinat d’argent al 0,2 % durant 2 min., des-
prés es passen a una barreja de glutar-
aldehid al 6 % i tampd cacodilat 0,2M,
pH=74 (1:1), i es mantenen sota el llum
ultravioleta durant unes 2 h. Un cop fet
aixo, es passen els embrions per un pont
d’alcohols de gradaci6 creixent, s’aclarei-
xen amb xilol i es munten en balsam de
Canada bo i deixant alhora els cobreob-
jectes un xic elevats mitjangant un marc
de cartro.

a-2) Tecnica per a embrions més avan-
cats (per a embrions més vells que la tro-
cofora jove): Es posen els embrions direc-
tament en nitrat d’argent al 0,7 % i s'ilu-
minen amb llum ultraviolada fins que s’ob-
té el grau de tinci6 adient; es fixen després
durant uns minuts amb acid picric saturat,
es renten amb aigua i es continua com al
procediment suara esmentat.

b) Teéecniques convencionals: El problema
principal a resoldre en aquest cas es po-
der identificar I'embri6 a fi de no perdre’l
en incloure’l en parafina. Per a solucio-
nar-ho s’inclou primer l'embrié en agar
al 2 %, s’orienta i un cop gelificat l'agar
se’'n talla un bloc petit que contingui 'em-
brié. Després es deshidrata el bloc d'agar
amb un pont llarg d’alcohols de gradacié
creixent i s’aclareix amb metilbenzoat o
amilacetat. Seguidament ja es pot fer la
inclusié en parafina i continuar amb el pro-
cediment normal. (La fixaci6 fou amb
Bouin o Zenker i els talls foren fets a
4-5 ym.) Les tecniques emprades en aquest
cas han estat la hematoxilina de Heiden-
hein-eosina (o eritrosina) i la de verd de
metil-pironina pels acids nucleics.

RESULTATS

El desenvolupament de Physa, com el
dels altres basomatofors, és directe; és a
dir, quan es desclou l'ou neix un cargolet
perfectament conformat bé que immadur.
Tanmateix, dintre de la capsula s’assolei-
xen estadis de desenvolupament semblants
als estadis larvaris dels gasteropodes ma-
rins; aixi, doncs, es pot parlar en els baso-
matofors de trocofores i veligers, malgrat
que aquestes no menen mai una vida lliure.

Resumint, el desenvolupament embrio-
nari de Physa acuta i P. fontinalis, si fa o



no fa el mateix, té la segiient seqiiencia
de fases: des del comencament del primer
clivellament fins a les 20-25 h després (a
temperatura ambient) té lloc el clivella-
ment; al final d’aquest periode sorgeix una
gastrula tipicament aixafada que per aixo
ha estat anomenada de vegades placula;
al voltant de les 26 h de desenvolupament
apareix la trocofora jove, també dita es-
tadi de vesicula cefalica (MORRILL, 1973)
per l'extraordinari desenvolupament asso-
lit per aquest organ larvari; a les 48 h
s'estableix la trocofora definitiva, i s’arri-
ba a les 72 h al veliger. A les 96 h s’assoleix
I'estadi hipo (anomenat aixi pel seu as-
pecte d’hipopotam pel que fa a la regio
facial), que pot subdividir-se .en dues sub-
fases: hipo I, en la qual la closca no ha
assolit la seva maxima expansié pel da-
munt de la massa visceral i manquen en-
cara els ulls, i hipo II, o fase d’hipo tipica,
assolida als voltants del cinque dia de
desenvolupament. Cap al sete dia s’asso-
leix 'estadi post-hipo en el qual el cargo-
let és quasi una copia exacta de 'adult; la
desclosa es produeix cap al vuite dia.

En aquest estudi farem referéncia pri-
mordialment a les fases de trocofora, ja
que és on tenen lloc els principals proces-
sos d’embriogeénesi. Nogenysmenys, es fa-
ran algunes referéncies a estadis més avan-
cats o adhuc més joves del desenvolupa-
ment.

Fic. 1. Tall sagital d’'una gastrula (24 h) (Physa
acuta) (hematoxilina de Heindenhein -ecosina)
(500 x).

Sagittal cut of a gastrula (24 h) (Physa acuta) (Heiden-
hein’s haematoxylin-eosin) (500 x)

CLAU DE SIMBOLS DE LES FIGURES

ar = arquenteron

b = boca

bm = budell mitja

bp = budell posterior

bps = blastoporus

ca = celula anal

cc = camp de la closca

cl = closca larvaria

e = enteroblast

es = estémac

et = estomodeu+esofag

fl = fetge larvari

gc = glandula de la closca
p = peu

pa = placa apical

pc = placa cefalica

pgc = primordi de la glandula de la closca
pp = primordi del peu

psr = primordi -del sac de la radula
ptr = prototroca

sr = sac de la radula

tm = teloblast mesodermic
ve = vesicula cefalica

SYMBOL KEY FOR THE FIGURES

ar = archenteron

b = mouth
bm = hindgut
bp = midgut

bps = blastopore

ca = anal cell

cc = shell field

cl = larval shell

e = enteroblast

es = stomach

et = stomodaeum +oesophagus

fl = larval liver
gc = shell gland
p = foot

pa = apical plate

pc = cephalic plate

pge= shell gland enlage
pp = foot anlage

psr = radular sac anlage
ptr = prototrocha

sr = radular sac

tm = mesodermal teloblast
vc = head vesicle
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a) Prototroca: Les preparacions in toto
demostren que, tal com va descriure WIER-
ZEJSKI (1905), la prototroca a Physa és for-
mada per una sola renglera de celules a
la seva part ventral i dos rengleres a la
part lateral. Hem pogut confirmar a més,
I'observacié de Wierzejski quant al fet que
apareix una cellula ventromedial a la pro-
totroca, possiblement derivada del brag
ventral de la creu, atesa la seva posicio
relativa respecte a les celules de la placa
apical, netament derivades d’aquella.

D’altra banda, les tincions amb verd de
metil-pironina demostren que el citoplas-
ma de les cellules de la prototroca esta
quasi mancat d’ARN, i que aquest roman
concentrat al nucleol.

b) Regio pre-trocal: La regié pre-trocal
de la trocofora dels basomatofors consta
d'una vesicula cefalica formada per gros-
ses cellules aixafades (de vegades 12 o de
vegades 13, ja que la ceHula 1d'? pot divi-
dir-se un cop més) en posicié supero-dor-
sal; dues regions laterals de petites cel-
lules, dites plaques cefaliques, i una zona
central, formada per set cellules grosses
i planes, anomenada placa apical.

Morfologicament, aquesta regié de la
trocofora de Physa no es diferencia gaire
de la d’altres basomatofors (p.e. Lymnaea).
Tanmateix s’ha pogut observar que la cel-
lula 1d*? (a la dreta de la porcié dorsal de
la vesicula cefalica, perque el clivellament
a Physa és levogir) roman sempre un Xic
més amunt que la seva homologa 1c?, cosa
que déna una clara asimetria a aquesta re-
gi6 dorsal del cap.

Quant a les tincions histoquimiques, les
cellules de la regid pre-trocal es caracterit-
zen per una gran pobresa d’ARN al seu
citoplasma.

¢) Glandula de la closca: La glandula de
la closca és l'organ larvari més caracteris-
tic de la regié post-trocal dorsal. El seu
desenvolupament a Physa és molt sem-
blant al d’altres basomatofors (p.e. Lym:-
naea): aproximadament a les 40 h de des-
envolupament comenga a invaginar-se la
regié postrocal dorsal subjacent a la vesi-
cula cefalica. Previament, aquesta regio
postrocal s’havia eixamplat per allarga-
ment vertical de les seves celules. Tan-
mateix, a les trocofores anteriors a aquest
moment no es pot observar cap senyal
externa de la futura glandula de la closca.

Aquesta invaginacio continua endinsant-
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se i assoleix la seva fondaria maxima al
final del tercer dia de desenvolupament
(fase de trocofora definitiva), moment on
comenca la secrecié del primer material
extracelular de la closca. Aquesta invagi-
nacio es fa, en part, per processos de des-
plagament cellular i en part per prolife-
racié celular, com ho demostra la pre-
sencia de figures mitotiques en ella.

Després d’aquesta fase, la invaginacid
comenga a evertir-se i, en créixer, tendeix
a colgar la totalitat de la massa visceral,
cosa que assoleix a la fase d’hipo II. Al
mateix temps es forma a les vores de la
glandula de la closca el solc periostratic
del qual es formara la closca definitiva
del cargol; alhora, a la zona central del
camp de la closca les cellules s’aplanen
extraordinariament,

Cal remarcar dues caracteristiques in-
teressants de la glandula de la closca: en
primer lloc, tal com es veu a les prepara-
cions in toto, aquest organ larvari posi-
cionat d’antuvi centralment, es desplaga
de mica en mica cap a la dreta i assoleix
el seu maxim desplacament a la trocofora
tardana. En segons lloc, hi ha una contac-
te estret entre la invaginacié de la glan-
dula de la closca i el budell mitja de cel-
lules petites. Aquest contacte comenga
adhuc a la gastrula i assenyala el punt on
apareixera la futura glandula de la closca.
Tanmateix, aquesta connexio entre el bu-
dell mitja i el camp de la closca roman
fins a molt tard en el desenvolupament
(hipo).

D’altra banda, les tincions histoquimi-
ques mostren que la glandula de la closca
és de bell antuvi i fins a la trocofora tarda-
na rica en ARN; aquest es troba concen-
trat a la part basal de les cellules, precisa-
ment a la zona de contacte amb el budell
mitja.

d) Tub digestiu: Quant a l'aparell diges-
tiu de la trocofora, cal destacar les se-
glients estructures:

d-1) Sac de la radula: Confirmant les ob-
servacions de WIERZEJSKI (1905) hem pogut
veure com el sac de la radula apareix in-
dependentment de l’estomodeu, per sota
d’ell i formant dues invaginacions no gaire
fondes que després es fusionen en una de
sola. Aquestes invaginacions s’enfonsen tal-
ment com la glandula de la closca mitjan-
¢ant migracio i proliferacio cellulars, car
s’hi poden observar nombroses figures mi-



totiques. Quant al contingut d’ARN, les
tincions amb verd de metil-pironina de-
mostren que tan el primordi del sac de la
radula com el parell d’invaginacions que
en desenvolupa després, son rics en ARN
arreu del seu citoplasma.

d-2) Budell posterior: Segons les nostres
observacions, el budell posterior a Physa
segueix en el seu desenvolupament una
pauta semblant a la de la resta de baso-
matofors. Es a dir, contrariament al que
suposava WIERZEJSKI (1905), els entero-
blasts romanen inclosos a I'endoderm i des
d’alla proliferen fins a connectar amb una
prominent celula anal lleugerament es-
queixada de l'ectoderm. La resta del des-
envolupament del budell posterior és la
propia dels altres basomatofors. D’altra
banda, el budell posterior, talment com el
budell mitja, és sempre relativament ric
en ARN; les ceHules anals d’antuvi sén
pobres en aquest acid nucleic, pero s’en-
riqueixen lleugerament després.

e) Protonefridis: La trocofora de Physa
té, com la resta dels basomatofors, un pa-
rell de protonefridis que constitueixen el
seu sistema excretor. Aquestes celules
realment gegantines so6n situades una a

cada banda de l'’embrid i subjacents a la
prototroca. Quant a I’ARN, s6n sempre
pobres en aquest acid nucleic, llevat del
seu nucleol que déna una reaccié netament
positiva a la pironina.

f) Ceéllules nucals: Sén un grapat de cel-
lules de mida grossa localitzades al «cla-
tell» de I'embrid, entre l'ectoderm i l'en-
doderm. Apareixen d’hora a la fase de tro-
cofora, i assoleixen pero la seva mida més
grossa a l'estadi d’hipo. Les tincions amb
verd de metil-pironina assenyalen la rique-
sa d’ARN del seu citoplasma.

DISCUSSIO

Ultra la confirmacié de la majoria de les
observacions de WIERZEJSKI (1905), els
trets principals a remarcar dels nostres
resultats son els segiients.

En primer lloc, cal destacar la marcada
assimetria de la regié dorsal de la troco-
fora; puix que ultra el desplagament cap
a la dreta de la glandula de la closca, les
preparacions amb argent demostren que
la celula 1d? roman d’antuvi més amunt
que la Ic?. L’aparicié d'una assimetria al
desenvolupament dels gasteropodes es co-

F1G. 2.

A) Vista paradorsal d'una trocofora jove (36 h) B) Vista dorsal d'una trocofora jove tardana
(48,30 h) (Physa fontinalis) (200 x) (La fletxa curta assenyala el meridia de la boca).

A) Paradorsal view of a young trochophore (36 h). B) Dorsal view of a late young trochophore (48.30 h) (Physa fon-
tinalis) (200 x) (Short arrow shows the mouth meridian).
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F1c. 3. A) Vista paradorsal d'una trocofora definitiva (56,30 h). B) 1d. (60 h) (Physa fontinalis) (200 x)

(La fletxa curta assenyala el meridia de la boca).
A) Paradorsal view of a definitive trochophore (56.30 h). B) The same (60 h) (Physa fontinalis) (200 x) (Short arrow
shows the mouth meridian).
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F1G. 4. A) Vista paradorsal d'una trocofora definitiva tardana (64 h). B) Vista paraventral del ma-

teix estadi (Physa fontinalis) (200 x) (La fletxa curta assenyala el meridi de la boca).
A) Paradorsal view of a late definitive trochophore (64 h). B) Paraventral view of the same stage. (Physa fontinalis)

(200 x) (Short arrow shows the mouth meridian).
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F1c. 5. Tall sagital d'una trocofora jove tardana

((‘}?)Oh)) (Physa acuta) (Verd de metil-pironina)
X).

Sagittal cut of a late young trochophore (48 h) (Physa

acuta) (Methyl green-pyronin) (100 x).

neix de bell antuvi i s’'interpreta com la
causa de la flexié ventral, pas previ a la
torsié de la massa visceral. Cal remarcar
que a la major part dels gasteropodes la
glandula de la closca es desplaga cap a l'es-
querra perque es tracta d’especies dextro-
gires; aixi, doncs, el desplagcament cap a
la dreta observat a Physa concorda amb el
caracter levogir de la closca d’aquest ge-
nere.

Un problema que apareix un cop vist
aix0 €s poder explicar com es genera
aquesta assimetria. En el cas de la glandu-
la de la closca podria ésser degut a una
proliferacié assimetrica de les celules de
I'ectoderm situades a la regié on ha d’apa-
reixer la futura obertura de la cavitat pal-
lial, cosa que en definitiva faria moure la
glandula de la closca vers el canté con-
trari i deixaria determinada aquesta pro-
liferacié assimetrica per la posiciéo del
quadrant C (Verdonk, comunicacié per-
sonal).

44

Tanmateix, 'assimetria de la regié dor-
sal de la trocofora arriba també a la vesi-
cula cefalica tal com hem vist suara. En
aquest cas, pero, la genesi d’aquesta assi-
metria ha d’ésser una mica diferent de
Vanterior, perque les celules de la vesicula
cefalica no proliferen i cal pensar que la
posicié assolida per elles és deguda a pro-
cessos diferents del que provoca el des-
plagament de la glandula de la closca. Una
possibilitat fora un creixement assimetric
dels blastomers 2c¢!' i 2a', i la formacié
d'una falca centripeta pel darrer que des-
plagaria cap amunt el blastomer 1d%. L’ob-
servacio de les preparacions in foto indica
que aquesta és l'explicacié més adient,
puix que fins i tot la ceHula 2a!' sencera
es desplaga assimetricament cap al centre.

Aixi, doncs, el problema de la genesi d’a-
questa assimetria dorsal de la vesicula ce-
falica se'ns planteja ara en termes de les
forces que afaiconen la creu dels mol-
luscs en diferenciar-se aquesta cap a les
estructures de la regié pretrocal; doncs els
blastomers 2a'!, 2¢'' i 2d" deriven dels ex-
trems de tres dels quatre bracos de la
creu, essent els 1c? i 1d? blastomers inter-
braquials (WiERzEJski, 1905). Tanmateix
sembla suggestiva la possibilitat d'una
coordinacio de la genesi d'aquestes dues
assimetries, és a dir la de la vesicula cefa-
lica i la de la glandula de la closca.

Quant a la determinacié de la glandula
de la closca, RAVEN (1952, 1966) i HEss
(1956a-b, 1962) van suggerir que als gaste-
ropodes era induida pel budell mitja de
petites cellules, en establir contacte aquest
amb l'ectoderm dorsal. Les dades presen-
tades en aquest treball no ens permeten
de confirmar ni de refusar aquesta hipo-
tesi; malgrat que, com s’ha vist als resul-
tats, aquest contacte té lloc també a Physa
i adhuc apareix molt més d’hora que a
Lymnaea (TIMMERMANS, 1969), perque ja
es dona a la gastrula.

Un altre aspecte remarcable dels nos-
tres resultats és la constatacié que el bu-
dell posterior de Physa es forma com a la
resta dels gasteropodes. Pot ésser que 1'ob-
servacié contraria de WIERZEJSKI (1905)
s’expliqui si pensem que 1'espai entre l'ec-
toderm i 'enteroblast és relativament am-
ple i que el darrer prolifera molt laxament.

Per acabar, és remarcable que, com de-
mostren les preparacions amb verd de me-
til-pironina, els organs larvaris més rics
en ARN s6n la glandula de la closca i el
sac de la radula. Ambdds organs presenten



F16. 6. Tall parasagital d’'una trocofora definitiva

2?80 h)) (Physa acuta) (Verd de metil pironina)
X):

Parasagittal cut of a definitive trochophore (60 h) (Physa

acuta) (Methyl green-pyronin) (100 x).

una morfogénesi semblant i ambdos se-
gregaran més endavant material extracel-
lular (closca embrionaria i dents radulars,
respectivament). Quant a la glandula de la
closca, KNIPRATH (1977) ha demostrat a
Lymnaea que en fases de desenvolupament
semblants a les estudiades per nosaltres
(trocofora), les celules de la glandula de
la closca tenen el seu citoplasma farcit de
ribosomes. Es, doncs, raonable de suposar
que la forta reaccio a la pironina és de-
guda a aquests ribosomes que, d’altra ban-
da, representarien una fase de diferencia-
ci6 cellular previa a la fase final definitiva,
la qual es caracteritza entre altres coses
—i simplificant— per un gran desenvolu-
pament del reticle endoplasmatic. Com
que el sac de la radula presenta un com-
portament morfogenetic semblant pero
manca encara un estudi ultrastructural
d’ell, cal pensar que també deu d’ésser ric
en ribosomes i que el seu model de dife-
renciacio cellular és paralel al de la glan-
dula de la closca.

Fic. 7. Tall

sagital d'una trocofora definitiva
tardana (65 h) (Physa acuta) (Verd de metil-piro-
nina) (100 x)

Sagittal cut of 'a late definitive trochophore (65 h) (Physa
acuta) (Methyl green-pyronin) (100 x).

Fic. 8. Tall sagital d'un hipo I (Physa acuta) (he-
matoxilina de Heidenheim-eosina) (200 x) (Les flet-
xes assenyalen les vores de la closca i l'asterisc
el contacte entre el budell mitja i el camp de la
closca).

Sagittal cut of an Hippo I (Physa acuta) (Heidenhein’s
haematoxylin-eosin) (200 x) (Arrows show the shell edges
gnﬂj)astensc shows the contact between hindgut and shell
€ .
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