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Abstract

Possible relationship between presence of intestinal spherocrystals
and vitellogenesis in copepod crustaceans.

Since copepods lack a hepatopancreas and adipose tissue, the functions
which these organs have in higher crustaceans are carried ont by certain
cells in the intestinal mucos.

The species of freshwater copepods in this study, Eurytemora velox and
Diaptomus conexus, have three types of cells in their midgut and hindgut.
The majority are type A cells wich are the enterocytes; the type B cells
function as bioaccumulators and the type C cells are involved in the sto-
rage of lipids.

As in the other species of copepods wich have been studied, the midgut
B cells have cytoplasmic structures involved in the formation of large
vesicles containing a fibrogranular organic matrix which inorganic salts.
This process culminates in the formation of concretions or spherocrystals
from one to two microns in diameter.

Due to the fact that the sexually mature specimens, with their oocytes
full of vitelline platelets, have decomposed spherocrystals, we studied
a possible connection between the concretions and the process of vitello-
genesis. We have also found them to be involved with the process of ecdy-
sis which has led us to believe that these spherocrystals have not an ex-
cretory function, such as they have in insects, but one of storage. They
play an important role in the consolidation of the cuticle after ecdysis,
and maybe in vitellogenesis.

The neurosecretive regulation of vitellogenine synthesis and ovulation
in these copepods remains unknown.

Key words: Intestinal spherocrystals; Cation storage; Vitellogenesis;
Copepod.

Introduccid

La formacié de les plaquetes vitel.lines depén, en la major part de
les espécies estudiades, de la vitel.logenina, proteina que es forma en
el fetge dels vertebrats, i en els invertebrats és sintetitzada en di-

versos Organs, encara que en molts d'ells l'origen de la proteina roma-

na desconegut aixi com la seva neuroregulacid.
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En la major part dels crustacis superiors sén els cossos grassos, molt
desenvolupats en els insectes, els responsables de la formacié de la vitel.
logenina i el procés és regulat per una hormona produida pel mateix ovari,
la VSOH (hormona ovarica estimuladora de la sintesi de vitel.logenina).

En els crustacis sén els drgans Y els que determinen la maduresa de les

gonades femenines, ARVY et al (1954 i 1956) van demostra-ho en Carcinus mae-

nas. Posteriorment en 1 amfipode Orchestia gammarellus, el grup de treball

del Laboratoire de Sexualité et Réproduction des Invertebrés de Paris ha pu-
blicat diversos estudis sobre la sintesi de la fraccié proteica femenina,
responsable de la vitel.logénesi, i la seva relacié amb 1l”ecdisterona, amb
les hormones de la muda en general i amb la Y-ectomia, BLANCHET et al (1975,
1980), MEUSY et al (1974,1979). En 1 isopdde Porcellio dilatatus, PICAUD et

al (1980 a,b i c) demostraren que la sintesi de vitel.logenina té 1lloc en
el teixit adipés i en 1 hepatopadncreas, al mateix resultat hi arriben GOHAR

et al (1983) i SOUTY et al (1981), en el crustaci isdpode, Idotea balthica.

Cal tenir present perd, que segons en quin moment es fa la Y ectomia els
efectes sén diferents. Si es practica abans de la pubertat, la vitel.logéne-
si queda bloquejada i si es fa després no hi té incidéncia, cal perd remar-
car que s han descrit casos en qué no se segueix aquest esquema. Aixi en I-

dotea balthica, REIDENBACH (1971) observa com 1l7ablacié dels drgans Y frena

la vitel.logénesi, siqui quan sigui el moment en qué s "ha practicat.

En Orchestia gammarellus la cauteritzacié dels Organs Y provoca una dis-

minucié de la produccié de la vitel.logenina i bloqueja totalment la vitel.
logénsiisi es fa en iniciar-se la intermuda, MEUSY et al (1977) i BLANCHET
(1980 b).

En la sintesi de la vitel.logenina i en la incorporacié dins dels odcits
en ocasions sembla que hi intervinguin altres factors, entre els quals volem
donar un especial énfasi al paper que hom creu que juga el calci, MOREAU et
al (1980), VILAIN et al (1980) ho demostren en odcits d amfibis, també BUMA
et al (1983) troben una relacié directa entre el calci i la hormona regulado-

ra de 1 ovulacié de Lymnaea stagnalis.

Ja que en els copépodes no hi ha teixit adipés, ni tampoc hepatopancreas,
1 origen de la vitel.logenina roman enigmatica, si bé caldria pensar en els
drgans sensorials de la regié cefalica.

En el present treball intentem buscar uan correlacid entre la vitel.logeé-
nesi i la bioacumulacié que té lloc en les cél.lules de tipus B de 1 intesti
mitja i posterior dels copépodes estudiats.

Les cél.lules intestinals de tipus B sén un model d estudi molt interessant
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i en les espécies estudiades hem pogut constatar com les diverses estruc-
tures citoplasmatiques intervenen en la formacid dels litosomes(vesicules
dins de les quals s acumulen sals inorganiques tot precipitan-se en una
matriu organica, preferentment proteica). E1 complexe de Golgi, els liso-
somes, el reticle endoplasmatic rugds, aixi com el 1llis i fins i tot els
mitocondris intervenen en la génesi de les concrecions o esferocristalls
(vegeu 1 esquema 1).
Una revisié interessant dels processos de bioacumulacié en general po-

dem trobar-la en els treballs de MARTOJA (1980) i MARTOJA et al (1984).

Matérial i métodes

Els copépodes estudiats han estat espécies d aigua dolga, si bé de

diferenta procedéncia: Eurytemora velox, de la familia Temoridae, proce-

dent dels Aiguamolls de 1 Empurda i Diaptomus conexus de la familia Diap-

tomidae, procedent del Blaine Lakes i del Little Quill, llacs del Canada.

Els exemplars han estat preparats seguint la metodologia habitualment
emprada en els estudis ultraestructurals. Una doble fixacidé amb glutaral-
dehid-paraformaldehid al 3,5% tamponat amb Strensen a pH 7,3 i a 470G,
Després d un rentat prolongat amb la solucié tampé s ha fet una postfi-
xacidé amb 0504 al 2% igualment tamponat amb Sorensen a pH 7,3 i a 4'C,
durant dues hores. Una acurada deshidratacié amb una série ascendent d als
cohols o d acetones ha precedit 1°inclusié amb la resina Spurr o bé amb
1 “Araldita.

La tincid dels talls semifins ha estat feta rutinariament amb el blau
de metilé-borax i també amb roig dalitzarina al 0,5%. Els talls ultrafins
obtinguts amb un Ultracut i amb ganiveta de diamant, han estat contrastats
rutindriament amb acetat d uranil i amb citrat de plom. Les observacions
ultraestructurals han estat fetes amb un microscopi electrdonic de transmi-
sié Phillips 200 del Servei de Microscopia Electrdnica de la Universitat
de Barcelona.

Per fer la microanalisi dels esferocristalls per difraccié de raigs X
s han obtingut talls de 1 a 3 micres de gruix i han estat recollits amb
reixetes d”or i aquestes han estat muntades sobre un suport de grafit. La
metalitzacié ha estat feta amb un Polaron model E.5000 i la pél.licula de
carbé o d or té un gruix de 1 ordre dels 300 A”.L observacié ha estat fe-
ta amb un microscopi electrdnic de rastreig Phillips amb sistema d anali-

si per difraccié d energia dispersiva de raigs X (EDAX) de 17Escola d“En-

ginyers de Barcelona (Fot.13).




198

Observacions

Eurytemora velox

L intesti mitja i posterior estd format per tres tipus cel.lulars i com

a Diaptomus conexus, €l segon model quant a nombre, correspon a les cél.lu-

les de tipus B que també tenen aqui una funcid bioacumuladora.

El polus apical de les cél.lules B es diferencia molt bé de les cél.lu-
les de tipus A, ja que els microvillis sén molt més menuts, de 0,5 a 1,5
micres de llargada i entre ells trobem nombroses formacions d endocitosi.

Contactes del tipus de les unions septades so6n freqients en els polus a-
picals d”aquestes cél.lules intestinals. A nivell de la membrana apical pe-
rd, no hem observat mai la formacié de criptes com les trobades a Eucyclops
serrulatus, una altre de les espécies d“aigua dolga estudiada (DURFORT, 1983) .

El condrioma és molt més desenvolupat que en D.conexus i en la matriu hi
hem trobat habitualment particules de glicogen, perd mai hi hem observat cal-
ci. Hi han dues poblacions mitocondrials, les normals i els megamitocondris,
son aquests els que presenten, ocasionalment, formacions laminars en el seu °
interior, molt semblants a les trobades en els mitocondris de les cél.lules
bioacumuladores de 1 hepatopancreas de Trachydermon cinereus, mol.lusc ma-

ri, DURFORT (1983).

El reticle endoplasmatic rugés és molt desenvolupat i abraga el 80% del
volum cel.lular. Es a nivell de les seves vesicules que trobem grans dila-
tacions que posteriorment perdran els ribosomes i donaran lloc als litoso-
mes (Fot.6).

En les fases inicials del procés de bioacumulacié hom pot veure un gran
vacuol que aplega diversos litosomes amb material granulds altament elec-
trondens i amb un aspecte molt floculds (Fot.1). El citoplasma queda reduit
a una petita franja en la qual trobem dispersos alguns mitocondris de matriu
molt densa. El nucli, molt petit, queda disposat en posicié basal (Fot.2).

Progressivament el material electrodens dels litosomes es va compactant
fins assolir un tipic aspecte de concrecions amb les seves linies de crei-
xement concéntriques (fot.4 i 5 ).

En determinats estadis, les concrecions presenten un aspecte estrellat,
sembla com si s haguessin erosionat i aixi és. Els cristalls es redisolen
i els cations sén lliurats a 1 hemolimfa i s”incorporaran, possiblement als

odcits i evidentment a la cuticula ( vegeu esquema). (Fot.10 i 1)
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Fot.3.- Cél.lula intestinal de tipus B de Diaptomus conexus.Vegeu el gran

vacuol (V) aixi com diverses concrecions en formacié en el polus apical.
El nucli (N) estd comprimit entre el vacuol i el plasmalemma. 12.500 x.
Fot.4 i 5.- Esferocristalls de les cé&l.lules bioacumuladores d "Eurytemora
velox . Diverses etapes de formacié. 20.000 x.




Fot.6.-Origen dels litosomes a partir del reticle endoplasmatic rugés en una
cél.lula de tipus B de 1 epiteli intestinal de D.conexus. 18.500x.

Fot.7.- Aspecte hiperdilatat dels dictiosomes (G) d“una cél.lula del hepato-
pancreas de Trachydermon cinereus. (L:litosomes).10.000x.
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la formada a partir d una microcripta del
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polus apical de la cél.lula de tipus B de 1 epiteli intestinal

d "Eucyclops serrulatus.

Fot.8.- (%
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Fot.9.- Origen mitocondrial dels litosomes d una cél.lula B del

Vegeu els acumuls de calci.20.000x.

epiteli intestinal de D.conexus.
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Diaptomus conexus

Trobem igualment tres tipus cel.lulars i les cél.lules intestinals de
tipus B son les que presentaran concrecions o esferocristalls. Petites di-
feréncies en quant a 1 origen dels litosomes seran assenyalades. A nivell
del polus apical, els microvillis i els contactes septats tenen les matei-

xes caracteristiques (Fot.3) que les descrites en Eurytemora velox.

El complexe de Golgi aqui presenta un major desenvolupament i déna ge-
gantins vacuols que presenten una matriu altament fibrosa i electrodensa,
a nivell de la qual, en el temps, apareixeran unes acumulacions inorgani-
ques. Els diposits de sals inorganiques adopten la tipica disposicié con-
céntrica propia de tots els tipus de concrecions, tant d aquelles que te-
nen significat de reserva com aquelles que juguen un paper excretor (Fot.
2 U R

Els mitocondris presenten fregiientment formacions mieliniques i lami-
nars molt curioses i progressivament van omplint la matriu mitocondrial
fins que s esdevenen concrecions, a diferéncia dels mitocondris estudiats

en altres espécies, en Diaptomus conexus presenten acimuls de calci en la

seva matriu (Fot.9).

En les etapes estudiades d aquest tipus cel.lular B, el reticle endo -
plasmatic rugés adopta un desenvolupament mitja (Fot.6).

Hem observat repetides vegades com els exemplars que estan en fase de
maduresa sexual, és a dir amb els oocits plens de plaquetes vitel.lines
és on les cél.lules de tipus B, és a dir les cél.lules de funcié bioacu-
muladora presenten menys esferocristalls i els pocs que tenen presenten
el tipic aspecte estrellat dels esferocristalls en fase de degradacid o
redisolucid.

La microanalisi de les concrecions de Diaptomus conexus i d Eurytemora

velox han donat resultats molt semblants qualitativament i amb petites di-

feréncies quantitatives:

Eurytemora velox Diaptomus conexus
Na 0,325% 0,256% 0,250% 0,329
Mg 4,020% 4,001% 4,124% 4,280%
Si 20,130% 19,224% 18,020% 17,485%
K 0,673% 0,892% 0,826% 0,936%
Ca 0,654% 0,738% 0,792% 0,899%
Cu 51,224% 48,124% 36,428% 35,468%

Resultat de la microanalisi puntual de quatre concrecions amb una exposi-
cié de 100 segons i treballant a 25 Kv.




Fot.10 i 11.- Aspecte ultraestructural dels esferocristalls d "Eurytemora
velox en fase de redisolucié. 20.000 x.

Fot.12.- "Mapping" d un esferocristall d Eurytemora velox assenyalant la
la disposicié del calci.

Fot.13.— Microandlisi d7un esferocristall d Eurytemora velox.l:sodi.,
2:magnesi.,3:silici.,4:or.,5:potasi.,6:calci.,7:coure.
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Conclusions i discussid

A diferéncia dels crustacis superiors, els copépodes no tenen hepatopan-
creas, per la qual cosa les cél.lules de tipus B de 1l intesti mitja i pos-
terior assoleixen el paper bioacumulador que habitualment té un dels quatre
tipus cel.lulars de 1l hepatopancreas, justament les cél.lules de tipus B.

Segons la salinitat de 1 aigua, 1"acumulacié dels cations és diferent
quant a la qualitat i quant a la quantitat, i aix6é es fa palés en comparar
els resultats obtinguts amb la microanalisi de les concrecions estudiades
en les dues espécies, encara que en aquest cas siguin molt similars degut
a la salinitat de les aigues en que han estat capturades, vegeu taula 1.

La localitzacié de particules de calci en la matriu mitocondrial ha es
tat descrita en mitocondris d altres models cel.lulars d invertebrats i tam-
bé de vertebrats. Entre d altres sén comparables les imatges que hem obtin-
gut amb les de BUMA et al (1983) en les cél.lules dorso-caudals de Lymnaea
stagnalis i després d haver aplicat el piroantimoniat (WEAKLEY,1979). Tam-
bé han estat descrites en la matriu mitocondrial d osteoblasts, aixi com
en la dels mitocondris d hepatdcits (GREENAWALT et al 1964).

Es a dir, que 1 acumulacié de calci en la matriu mitocondrial no ha
d“ésser considerada com un cas aillat, és més freqgiient del que creiem,en-
cara que la seva visualitzacid no sigui excessivament fécil.

La manca de 1 hepatopancreas en els copépodes planteja també el proble-
ma de 1 origen de la vitel.logenina, per altra banda, a diferéncia del que

succeix en altres espécies, ni Eurytemora velox ni Diaptomus conexus tenen

teixit adipéds.

La identificacié de la vitel.logenina en aquestes espécies de copépodes
esta pendent d ésser resolta.

Hem observat que 17écdisi dels exemplars estudiats coincideix amb la
preséncia dels sacs ovigers, plens d”ous embrionats.

Després de 1 écdisi i de la posta ja no trobem concrecions en 1 intes-
ti. Les tornarem a trobar quan els odcits presentin 17inici de la vitel.lo-
génesi secundaria, procés ciclic que té lloc amb una participacié massiva
de processos d endocitosi a nivell de 1 oolemma.

sera al final d aquest procés de vitel.logénesi que les concrecions que
tenen les cél.lules de tiﬁus B de 1 intesti presentin formes de degradacid
que es tipifiquen per llur morfologia estrellada (Fot.9 i 10).

En 1 escala zooldgica les concrecions tenen un aspecte ultraestructural

molt similar, les bandes de creixement concentriques sén generals i 1 aspec-
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te estrellat de les formes de redisolucié és també molt fregiient (esquema).
E1l control neuroendocri de la maduracidé de 1 ovari dels copépodes no ha

estat tractat fins al moment, ja que els organs cefalics endocrins propis

dels crustacis aqui no hi sé6n i fins ara no ha estat possible localitzar els

seus equivalents, tnicament en el claddcer Daphnia pulex, s"ha arribat a

detectar una activitat ciclica, relacionada amb la maduresa sexual, a ni-
vell del cervell i del gangli sub-esofagic VAN DEN BOSCH DE AGUILAR (1969,
i 1972).

Vegeu la revisié feta per LEGRAND et al (1982) sobre 1l”endocrinologia
de la reproduccié en els crustacis.

Els resultats trobats en E.velox i en D.conexus coincideixen en linees

generals amb els descrits en Cyclops strenuus, DURFORT (1981 i 1982 a), en

Eucyclops serrulatus , DURFORT (1983) i també amb les observacions fetes

del hepatopancreas de mol.luscs marins que també tenen cél.lules bioacumu-
ladores que presenten una activitat ciclica relacionada amb 1 oogénesi,
DURFORT (1982b). (Fot.7).

Creiem que les concrecions localitzades en les cél.lules de tipus B
d“ambdues espécies estudiades sén formacions de reserva i no d“excrecid
com les trobades a nivell dels tubs de Malpighi dels insectes per diversos
autors o les descrites en 1 intesti i els diverticles d“escorpins, GOYFFON

et al (1983).
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