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Introducció : Normalment es pensa que el desenvolupament i la 
morfogenesi estan sota el control del genoma . Tanmateix , sola
ment uns pocs sistemes embrionaris han estat susceptibles d ' una 
analisi genetica (p : e . Drosophila o Caenorhabditis) . Quan un 
sistema embrionari no es pot estudiar geneticament amb facili
tat s'acostuma a utilitzar l ' actinomicina-D (AMD)(p '. mol. = 
1 , 255) coma bloquejador de la transcripció . Dins dels moluscs, 
l'AMD ha estat utilitzada per Collier (1966) pera estudiar 
l'activitat genica en el desenvolupament primerenc del pro
sobranqui Ilyanassa . Collier va emprar concentracions modera
des d ' AMD (25-50 µgr/ml) i periodes curts de tractament - (6 h . ) . 

Només es coneix ara com ara un sol article sobre l'efecte de 
l ' AMD en embrions de pulmonats (Morrill , 1965) . Aquest autor 
va treballar amb Lymnaea i va haver d ' utilitzar concentraci ons 
d'AMD molt grans (100 .Algr/ml) i durades molt llargues de 
tractament (48 h .), pera aconseguirromés resultats poc con
cloents . Bride i Stocker (1976) van demostrar un efecte coo
peratiu de la concentració i la durada de tractament pera la 
inhibició per AMD de la diferenciació en Xenopus , i també que 
hi ha una concentració i una durada crítiques pera qualsevol 
sistema embrionari . Segons aixo , la metodología de Morrill 
sembla sospitosament inadequada . 

Nosaltres van tractar primer d ' usar AMD pera inhibir la trans
cripció a Physa acuta , pero Yan haver de concloure que , en els 
embrions dels pulmonats, l'us de l ' AMD es veu dificultat per 
l ' efecte de garbell (aprox . 500 daltons) de la seva membrana 
capsular (Vela , 19 81) . Aixi dones, l'estudi de l ' activitat 
genica en aquests gasteropodes ha de fer- se utilitzant inhi
bidors de baix pes molecular ( < sao daltons) . 

En aquest estudi hem utilitzat sulfat de proflavina (p . mol . = 
307) com inhibidor de l a transcripció . Jaque aquest compost 
forma un complex molt estable amb l'ADN (Balis, 1968) cal 
revertir els seus efectes amb competidors per l'ADN , p . e . 
poliarnines (Kay , 1959) . Amb aquesta tecnica, hem pogut distin 
gir tres periodes morfogene tics principals en el desenvolupa
ment primerenc de Physa acuta . Aquests resultats concorden 
prou bé amb els trobats per Verdonk (1973) a Lymnaea stagnalis 
utilitzant factors . letals indu'its per raigs X. 

Materials i metodología : Els materials sempre han estat em~ 
brions de Physa acuta . Els especimens procedien de diferents 
indrets de Catalunya i foren mantinguts en aquaris amb aigua . 
de l'aixeta, d ' on es collien periodicament les postes . 

Les capsules foren all i berades del mucus fent - les redolar so
bre paper de filtre humit . Després es varen posar en sulfat 
de proflavina ( 25 }.lgr/ml) durant 6 hores (d e vegades 4 h . ) a 
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diferents estadis del desenvolupament . Jaque la proflavina 
pot actuar coma mutagen en presencia dellum , tot el tracta
ment es va fer a la foscor . Pera revertir els efectes de la 
proflavina varem fer un postractament amb diclorur de putres
cina (p . mol ,¡= 161) (25 mM)durant una hora a la foscor . La pro
flavina i la putrescina foren eliminades exhaustivament mit
jan9ant diferents rentats amb aigua de l'aixeta . Els embrions 
es van deixar desenvolupar després en aigua de l'aixeta fins 
que els controls assoliren l'estadi de predesclosa . 

Els embrions tractats i els controis en predesclosa foren des
capsulats amb unes pinces de rellotger i es tenyiren amb ~~
pregnació argentica (Vela, 1980) . Els embrions tenyits foren 
dibuixats amb l ' ajut d'una camera lúcida . Després es van fer 
mesures de diferents parts de l'embrió, que es varen donar en 
unitats arbitraries (AV) i van ésser confrontades respecte al 
moment del desenvolupament on es va fer el tractament amb pro
flavina . Alguns embrions foren fixats amb Zenker , enclosos en 
parafina, tal lats a 5.).l1Il i tenyits amb hematoxilina de Heiden
hein per tal d ' estudiar les malformacions internes . 

Es va fer una analisi multivariant de la varinaqa i una anali
si canonica pera discriminar les funcions parametriques esti 
mades (Cuadras, 1974) dels resultats utilitzant un programa 
CANG . Aquestes analisis foren fetes confrontant solament els 
estadis amb una resposta maxima a la proflavina i els controls. 
Es va fer un altre analisi de la varianqa per el parametre 
amplada de la placa apical, conforntant els mateixos estadis 
de desenvolupament i els controls . 

Resultats i discussió : Les mesures fetes sobre els dibuixos 
foren : amplada de la placa apical, amplada del cap, amplada de 
la closca , alqada de la closca i lla:qgada del peu. Els resul
tats estan donats a la Fig . 1 . Aquesta figura mostra fortes 
devallades generals dels valors en AV als estadis de 24 cel . lu
les, gastrula primerenca i trocofora molt jove. Tanmateix, un·, 
organ larvari com és la placa apical mostra un pie molt clar 
a la gastrula primerenca . Les series histologiques van demos 
trar també els mateixos tres periodes crit i cs pera les malfor
macions internes. També, els embrions tractats a la gastrula 
primerenca mostren les aberracions més grosses dels organs 
interns . 

L'analisi multivariant de la varianqa de les mesures , conforn
tant embrions tractats a l'estadi de 12 cel.lules, gastrula 
primerenca i trocofora molt jove i els controls, va demostrar 
diferencies significati ves entre ells (F = 5 . 36, Fl;. = 2 . 09, 

€ = O. OS) . L'analisi canonica (Fig. 2) va demostrar que: a) 
el primer eix canonic esta correlacionat amb l'amplada de la 
placa apical i l'alqada de la closca (r~ = 0.535, i rx = 0.386) 
b) el segon eix canonic esta correlacionat positivament arnb 
l'amplada de la placa apical i negativament amb l'alqada de 
la closca i la llargada del peu <rx = 0 . 663, r x = -0 . 740, r x = 
-0.818) , e) els tres periodes més sensitius i el control estan 
situats seguint el segon eix canonic , d) no hi ha ensolapament 
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Fig . 1 . - Resultats dels tractaments amb proflavina (veure 
el texte) , Les barres sota les abcises representen 
la durada del tractament, 

Fig . 2 . - Analisi canonica . (1) Embrions tractats a la fase 
de 12 cel . lules; (2) gastrula primerenca; (3) 
trocofora molt jove; (4) controls . 
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de les regions de confianqa, e) els tres preiodes sensitius ro
manen clarament separats del control, f) al menys la gastrula 
primerenca i la trocofora molt jove tendeixen progressivament 
cap el control . 

Com que és palesa l'influencia de l'amplada de la placa apical 
sobre les diferencies entre els resultats, varem fer també un 
altre analisi de la varianqa per aqúest parametre, confDmntant 
també el mateixos tres periodes i el control . Els resultats 
van demostrar diferencies significatives entre els tractaments 
i el control (F = 24 . 33, F,~ = 3.41, é = O. OS) . Arnés, la di
ferencia més grossa amb el control és la dels embrions trac
tats a la gAstrula primerenca (t = 12 . 65, t • . c,s- = 2. 65). 

Avans de comenqar la discussió dels resultats cal fer un comen
tari sobre la seva interpretació. En primer lloc, la proflavina 
s'inserta en l'ADN alterant així la seva estructura secundaria 
i inhibint l' unió de .. l 'ARN-polimerasa ~amb l 'ADN, la qual cosa 
impideix l'iniciació i el creixament de la cadena d'ARN (Polya, 
1977). Aixi dones, es considera la proflavina com un inhibidor 
de la transcripció. D'altra h~da, .segóns Collier (1966), con
tra més a prop es faci el tractament amb l ' inhibidor del moment 
de l ' activació d'un gen morfogentic, més petit sera l'argan de 
l'adult. 

Tanmateix, cal un altre interpretació per als organs larvaris. 
Aquests organs minven progressivam~t i desapareixen avans de 
la desclosa. Podem suposar que la seva minva en un moment donat 
del desenvolupament depend de l'activació previa d ' algun gen 
morfogenetic minvador . Així dones, cal esperar que contra més 
a prop es faci el tractament de l'activació del gen minvador1 
més gros {Q al menys, d'igual mida) sera l'organ larvari . 

Segons aixo, cal concloure dels resultats que hi ha tres pe
riodes morfogenetics principals en el desenvolupament primerenc 
de Physa acuta: estadi de 24 cel . lules, gastrula primerenca i 
trocófora molt jove . Dos d'aquests periodes, la gastrula pri
merenca i la trocofora jove, ja foren descrits per Verdonk 
(1973) a Lymnaea stagnalis usant altres tecniques. Les discre
p~ncies principals entre els resultats de Verdonk i els nostres 
són: a) hem trobat una activitat genica significativa a la 
fase de 24 cel . lules, i b) el periíode més critic pera la 
morfogenesi és la gastrula primerenc·a i no la trocofora jove. 

E 1 primer pun t és d ' importa.ne ia perq ue s 'h av ia. pensa t que la 
segmentació estava desprovista d'activitat genica . Tanmateix, 
a Lymnaea stagnalis la sintesi d'ARN ribosomal comenqa a partir 
de la fase de 8-16 c~l.lules i la polaritat dorso-ventral de 
l ' embrió s ' as.9=>leix a l'estadi de 24 cel.lules (van den Bigge
laar, 1971, 1976 a-b, 1977). Aixi dones , respecte aquest esta
di, les nostres dades confirmen els resultats trobats a Lymnaea 
tot sugerint que.la sintesi d'ARN ribosomal al voltant de la 
fase de 24 cel . lules és important en la morfogenesi de ls pul
monats . 



Cal comentar també perque, essent la de~allada en AU més grossa 
a la fase de 12 cel . lul es que a la de 24 cél . lules, prenem la 
darrera com un periode morfogenetic principal . Aixo és perque 
la fase de 24 c~l. lules s 1a~oleix dues hores després de la de 
12 c~l . lules i aquella roman durant tres hores . Aixi dones, ja 
que els tractaments foren de 6 hores , si comenqaven a la fase 
de 12 cel . lules el tractament cobria tota la fase de 24 cel . lu~ 
les , mentre que comen~ant a mitja fase de 24 cel . lules el trac
tament cobria estadis de segmentació posteriors . 

La nostra segona discrepanc i a amb els resultats de Verdonk és 
menys cristica . Verdonk va mesurar certament el nombre de le 
tals que actuaven en cada moment del desenvolupament, metre que 
nosaltres hem mesurat l 1 espressió d 1aquests gens . Ésa dir , 
potser que la manca d ' expressió d 1 uns pocs gens morfogenetics 
principals en la gastrula prirnerenca causi més aberracions que 
uns quants rnés gens letals rnenors que actuin en la trocofora 
jove . Arnés , jaque un organ larvari com és la placa apical 
a~oleix un pie rnolt clar d 1 AU en la gastrula prirnerenca , podern 
considerar que hi ha alguns gens rnorfogenetics rninvadors actuant 
sobre el desenvoluparnent dels organs larvarís . Ésa dir , sembla 
que la gastrul a prirnerenca és el moment morfogenétic més critic 
segons els nostres resultats . 
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