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In memoriam de Josep Egozcue i Cuixart (1940-2006)

«La celada genética de |’espermatozoide huma s’entesta a mantenir
el seu secret. Poc a poc, pero, les noves tecnologies i la superior tos-
suderia dels investigadors acabaran per torpedinar I’escapol submari
i desvetllar, de forma definitiva, els misteris que, al llarg de tants anys
ens han estat amagats, i que tanta resistencia han oposat i encara
oposen als nostres esforgosy.

Josepr EGozcUE, 1999

Resum

L’estudi de I’espermiogénesi del quitd Chaetopleura fulva (mollusc, poliplacofor) posa de manifest que les es-
permatides joves presenten un nucli arrodonit amb la cromatina granular. Les espermatides mitjanes tenen el nu-
cli amb la cromatina filamentosa i I’embolcall nuclear forma una fosseta d’implantacié amb els centriols i ma-
terial dens. No s’observa una vesicula proacrosomica ben desenvolupada. El complex de Golgi esta situat en la
part posterior del nucli. En les espermatides tardanes el nucli t¢ forma més allargada i la cromatina esta en forma
de cintes més gruixudes que en 1’etapa anterior. En les espermatides madures el nucli €s extraordinariament dens
i s’ha desenvolupat una llarga extensio anterior a I’extrem de la qual es pot intuir també un gra acrosomic. Tres
mitocondris constitueixen una petita i asimétrica pega intermitja d’on arrenca un flagel en posicié excéntrica.
L’espermatozoide d’aquesta espécie es pot considerar de tipus primitiu perd modificat.

Abstract

The spermiogenesis in the chiton Chaetopleura fulva (Mollusca, Polyplacophora) reveals that early spermatids
have a round nuclei with granular chromatin. Middle spermatids have nuclei with filamentous chromatin materi-
al. The nuclear envelope exhibits a posterior implantation fossa where are the proximal and distal centriole, and
the pericentriolar bodies. No developed proacrosomal vesicle is observed. The Golgi complex is always located
posterior to the nucleus. In late spermatids, the nucleus is bullet-shaped, and chromatin is sheet-like. In fully de-
veloped spermatids, the nucleus is extremely dense, and has an anterior extension. In the tip of the sperm there is
the small acrosomic granule. Three mitochondria constitute a very short middle piece, and an eccentric tail is es-
tablished. The sperm of this species fits into the modified primitive sperm model.

INTRODUCCIO

en diverses especies de quitonids pertanyents a fami-
lies diferents.

Mentre que I’espermatogenesi i la morfologia dels
espermatozoides ha estat estudiada en molts grups
de molluscs gasteropodes, bivalves i cefalopodes, hi
ha relativament pocs estudis de I’espermatogénesi
dels poliplacofors. Entre d’altres destaquem els estu-
dis de Sakers (1984) i Buckalns-Nicks et al. (1990)

Els quitonids son animals unisexuals que presen-
ten fecundacid externa en I’aigua del mar. La gonada
masculina esta formada en un Gnic sac amb plecs
que tenen un epiteli basal sobre del qual reposa I’e-
piteli germinatiu, en el qual es desenvolupa 1’esper-
matogenesi en sentit centrifug. Els gametes madurs
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s’agrupen en el cim dels plecs en la llum del testicle
1 son alliberats pels conductes espermatics.

L’espermatozoide dels quitonids ha estat descrit
com de tipus primitiu, basant-se en les descripcions
de morfologia comparada de Franzen (1955, 1956,
1970). Tot i aix0, en els estudis de diferents espécies
s’ha observat una certa modificacio respecte del pa-
tr6 de ’autor citat més amunt. Aixi, Russell-Pinto et
al. (1984, 1988) descriuen espermatozoides primi-
tius pero «modificats» en quatre espécies de polipla-
cofors, principalment en Achantochitona crinita, es-
peécie molt propera a la que s’ha estudiat en el
present treball.

Les modificacions més notables son la projeccio
del nucli en un llarg i estret filament, la dubtosa pre-
séncia d’acrosoma com a tal, i la ubicacio dels mito-
condris (Sakker, 1984). Alguns autors parlen direc-
tament de manca d’acrosoma (Sakker, 1984). En
canvi, d’altres descriuen un gra preacrosomic

Figura1 Espermatides amb nucli esferic (N) i la croma-
tina poc compacta. Citoplasma (C) ple de glicogen
(117500x%).

Figura 2 Espermatida mitjana. Nucli granulat i fibrillar.
El centriol proximal (fletxes) esta situat a la fosseta nucle-
ar. Mitocondris (m) en disposicié assimétrica (19000x).
Figura 3 Estadi d’espermatida mitjana. Inici d’un gra
preacrosomic (fletxa) (17000x).

Figura 4 Ponts citoplasmatics entre les céllules
(fletxes). Complex de Golgi (%) junt al material dens de
la fosseta i entre els mitocondris (19000x).

Figures 5i 6 Transici6 de la compactacid de la cromati-
na: granular, fibrillar i en cabdell. N: nucli, m: mitocondri
(22000x% i 17000x).

BOZZO et al.

(Buckalns-Nicks et al., 1988) de dimensions molt re-
duides que no té el procés tipic de formacié durant
I’espermiogénesi, perd que es posa de manifest du-
rant la fecundacio.

Aquest estudi ha estat precedit de resultats que
hem obtingut de I’estudi de la gonada femenina de
diverses especies de quitonids recollectats a la costa
catalana, principalment de Trachydermon cinereus
(Lepidopleurus cinereus) 1 d’Acanthochitona fasci-
cularis (Durfort et al., 1976 1 1989, entre altres). La
preséncia i disposicio de les célules folliculars, que
en nombre determinat per a cada especie embolca-
llen la célula germinal femenina, ha d’influir en el
procés de la fecundacio.

L’espermatozoide de 1’espécie estudiada, Chaeto-
pleura fulva, que fins ara no ha estat descrit, presenta
cap, pe¢a mitjana i cua, i es pot considerar del tipus
primitiu, perd modificat per les caracteristiques de
I’acrosoma, la situacié dels mitocondris 1 la conden-
saci6 de la cromatina. Es en els canvis que experi-
menta el nucli en el que ens hem centrat en el pre-
sent treball.

MATERIAL I METODES

En I’espécie estudiada les gonades son facilment di-
ferenciables. Mentre que les gonades femenines ma-
dures de Chaetopleura fulva sén de color marronds i
aspecte granulds pel fet que els oocits son considera-
blement grossos (de 250 a 400 pm de diametre), la
gonada masculina és de color gris verdos, i aixo fa
que es puguin identificar bé els sexes en fer la dis-
secci6 dels exemplars. Individus sexualment madurs
de Chaetopleura fulva procedents de Cubelles i de
Vilanova i la Geltra, recollectats els mesos de maig
a setembre, varen ser préviament anestesiats amb
MgCI2 al 10 % preparat amb aigua de mar, i poste-
riorment se’n varen aillar i seccionar les gonades.
Per a I’estudi ultraestructural que presentem es va-
ren sotmetre petits fragments de la gonada masculina
a una doble fixacié convencional amb glutaraldehid
al 2,5 % tamponat amb PBS 0,1 M, apH 7,4 a 4°C
durant dues hores, i després d’un bon rentat amb la
solucio tampo es va procedir a una postfixacié amb
tetraoxid d’osmi al 1’1 %, igualment preparat amb
PBS i al mateix pH durant una hora. Una deshidrata-
ci6 progressiva amb acetona ens permet fer una in-
clusié amb reina Spurr (1969). Els talls semifins de
control han estat tenyits amb blau de metile¢ a I’l %
preparat amb borax al 10 %. Les seccions ultrafines
obtingudes amb un Ultracut (Reichert) han estat con-
trastades rutinariament amb acetat d’uranil i poste-
riorment amb citrat de plom. Les observacions han
estat fetes amb microscopis electronics de transmis-
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sio Philips 300 i Hitachi H600 AB dels Serveis Ci-
entificotécnics de la Universitat de Barcelona.

RESULTATS
Morfologia de I’espermatozoide

L’espermatozoide de Chaetopleura fulva és una cél-
lula uniflagelada d’uns 60 a 65 um de longitud. El
cap té una forma conica que es continua amb una es-
treta extensio filiforme d’uns 3 pum de llargada i
80 nm de diametre, cosa que li dona una morfologia
peculiar i caracteristica. Esta constituit pel material
nuclear fortament condensat i una dilatacio lateral on
se situen els mitocondris (figures 91 10)

Els centriols proximal i distal estan envoltats de
material electrodens i inclosos en una invaginacid
posterior del nucli, la fosseta d’implantacié (figura
8). El centriol proximal, perpendicular al distal, esta
connectat a la base del nucli per fibres denses. El
centriol distal és parallel a I’eix de I’espermatozoide

Figura 7 Espermatida tardana. Nucli compacte (N)
(18000x%).

Figura 8 Espermatida amb la peca mitjana formada pels
dos centriols (fletxa) i la fosseta nuclear (10000x).

Figura 9 Projeccio anterior del nucli de I’espermatozoi-
de madur (fletxes) (30000x).

Figura 10 Espermatozoide madur. Mitocondris (m) la-
terals i basal. A I’extrem del filament nuclear hi ha indicis
del gra acrosomic (fletxa) (22000x).
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i donara lloc a I’axonema del flagel, que es colloca
en posicio excéntrica. Des dels doblets periférics de
microtibuls s’estenen nou projeccions satellit fins a
la membrana plasmatica. El llarg flagel que surt del
centriol distal té la configuraci6 caracteristica de 9+2
microtubuls.

Maduracio del nucli durant I’espermiogénesi

En acabar 1’etapa meiotica, les espermatides es man-
tenen unides per ponts citoplasmatics (figura 4). Les
espermatides joves tenen el nucli esféric i la croma-
tina té un aspecte granulat fi amb algun petit grumoll
dens i zones més clares (figures 1 i 2). Es veu també
en aquesta etapa el material dens a la base del nucli,
formant la fosseta semicircular on es localitzen els
centriols proximal i distal, des d’on arrenca el flagel
(figura 3). El nucli ocupa bona part del volum cellu-
lar, només envoltat per una capa de citoplasma, en el
qual s’observen moltes acumulacions de glicogen
(figura 4).

En I’estadi d’espermatida mitjana, la cromatina
s’organitza en filaments el diametre dels quals és de
20-25 nm, com un cabdell en el centre del nucli i en-
ganxats a [’embolcall nuclear en la part basal (figu-
res 4 1 5). En el citoplasma, els tres mitocondris es
troben envoltant els centriols.

A partir d’aquest moment comenga I’allargament
anteroposterior del nucli, i el nucleoplasma mostra
una xarxa fibrosa de filaments de cromatina que s’o-
rienten al llarg de 1’eix de la c¢llula (figura 6). Es co-
menca a formar la projeccié apical, en I’interior de
la qual es veuen filaments de cromatina i no s’obser-
ven estructures acrosomiques ben diferenciades
(figura 9). Al final de I’espermiogénesi, la condensa-
ci6 nuclear ha arribat al maxim i practicament no hi
ha material citoplasmatic al seu voltant. Aquest pro-
cés és molt similar a altres espécies de quitons (Rus-
sell-Pinto et al., 1984, 1988; Sakker, 1984). Es dona
de manera gradual: granular, fibrillar, en cintes o
fibres gruixudes en cabdells i finalment compacte.
Una situacié semblant, amb algunes diferéncies no-
tables, s’ha descrit en d’altres molluscs, com ara en
els espermatozoides eupirenis de gasteropodes
(Amor et al., 1999), i també en algunes especies de
cefalopodes (Martinez et al., 2005). En aquest cas
els autors ho atribueixen al canvi i la interaccid entre
les proteines i el DNA de la cromatina. En Chaeto-
pleura fulva és probable que sigui un procés similar,
encara que no ha estat comprovat.

Parallelament als canvis en la textura de la croma-
tina, hi ha un notable canvi de la forma del nucli. En
I’estadi més primerenc, com s’ha dit anteriorment, el
nucli és esféric o lleugerament oval, després esdevé
en forma de bombeta i finalment té forma conica
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amb I’extensi6é anterior molt fina a I’extrem de la
qual s’intueix un petit gra acrosomic. La c¢Hula sen-
cera també es modifica, els mitocondris es colloquen
en forma asimétrica, dos en un costat i ’altre a la ba-
se del nucli (figura 10).

La manca d’un acrosoma ben desenvolupat, amb
un procés de formacié tipic durant I’espermatoge-
nesi, no descarta la preséncia d’una estructura analo-
ga que exerceixi el mateix paper durant la fecunda-
cio.
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