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Abstract

Acromosomal formation in Murex brandaris spermatogenesis

Murex brandaris has two kinds of spermatogenetic lines
named typical or eupirine line, and atypical or apvrene line.

Both, present acrosomal formations made from the Golgi
complexe. At the beginning of the typical spermatogenesis, the
Golgi complexe, highly secretory, appears in the neighbourhood
of the centriole and the chondriome. It makes the proacrosomal
body in the early stages of the spermiogenesis, and at the end
of it, the proacrosomal body rises to the top of the nucelus
to form the nature sperm acrosoma.

In the atipical line, Golgi complexe seems to make two
kinds of granules at the same time! some highly electrodense
granules, and a pseudocarosomal body, placed at the top of the
atypical sperm.

Introduccidn

Murex brandaris, Gaster6podo marino, presenta dos tipos

de lineas germinales masculinas : la linea tipica gque siguien-

do los pasos comunes a todo proceso espermatogénico, da lugar
a espermatozoides fecundantes, llamados tambien eupirenos, Y

la linea atipica, gque tras una serie de complicados procesos,

todavia no dilucidados, origina un tipo de células anucleadas
cuya funcionalidad se halla aGn en discusién, llamados esper-
matozoides apirenos.

Ambos tipos celulares, presentan formaciones acrosomicas,
cuya génesis ser& objeto de estudio en el presente trabajo.

La génesis del acrosoma a partir del complejo de Golgi,
es ampliamente aceptada en casi todas las especies estudiadas
en la escala zoolbgica (BACCETTI ARZELINUS 1976

Esta relacién ha sido estudiada en los espermatozoides
eupirenos de los Gasterdpodos por STEPHAN (1903b), SCHITZ (1920),
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LONGO et al (1967), WALKER (1969), ROUSSET GALANGAU (1969),
BACCATTI AFZELIUS (1976), JONG BRINKENTAL (1977), BUCKLAND
NICKS et al (1973,1976,1983), yv su formacidn es el resultado
de la fusidn de las vesiculas golgianas en la cara trans de
los dictiosomas, teniendo por tanto el complejo Golgi, su ma-
xima actividad en la espermiogénesis.

Inicialmente, el complejo de Golgi, se localiza en la
regidén pericentriolar, originando un grdnulo: el proacrosoma,
gue posteriormente migra hacia el &dpice nuclear, junto con el
complejo de Golgi, para dar lugar al acrosoma (ROUSSET GALAN-
GAU, en Columbella rustica y Murex trunculus, BUCKLAND NICKS

et al, 1976,1983, en Littorina sitkana y Fusitrion oregonensis).

En algunos casos, al culminar la formacidn del acrosoma,
el complejo de Golgi emigra junto con un cuerpo multivesicular,
la pieza media, donde parece ser exocitado. (BUCKLAND NICKS
et el, 1983).

El acrosoma resultante, enm la mayoria de las especies es-
tudiadas, presenta forma de sombrero o casquete, y el espacio
comprendido entre la membrana plasmatica y la membrana acro-
sbmica, suele hallarse ocupado por un material amorfo cuya
naturaleza y origen estd en discusidén. (BUCKLAND NICKS et al
1983) .

En la linea atipica, se observa un gran desarrollo de
los dictiosomas en las primeras fases de la espermatogénesis,
asi como la formacidn de un pseudoacrosoma, que carece de
hialuronidasa (FAIN MAUREL, 1966) y parece tener origen gol-
giano (TUZEL, GALANGAU, DUPOUY,1967, HEALY, 1981).

Por otro lado, YASUZUMI et al (1958,1960,1967,1974), vy
BUCKLAND NICKS et al (1982) asignan al complejo de Golgi un
importante papel en la formacidén de unos gré&nulos electroden-
sos del espermatozoide maduro a partir de cariomeritos dege-
nerados.

MATERIALES Y METODOS

Extraido por diseccidn el testiculo de ejmplares de Murex

brandaris procedentes de la costa mediterrdnea, se ha proce-

dido de la siguiente manera:
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(A%)

A- Técnica standard

1- Microscopia Optica: Extensiones fijadas con metanol
o alcohol acético (9-1), han sido sometidas a la técnica del
PAS, siendo otras procesadas con la técnica Diff-Quick.

Fragmentos de gbnada fijados con formol, e incluidos en
parafina, han sido tefiidos rutinariamente con la té&cnica he-
matoxilina-eosina -

2- Microscopia electrbnica: Fragmentos de gbnada de lmm2
han sido prefijados con gluteraldehido-paraformaldehido tam-
ponado con solucibén SOrensen, o bien con gluteraldehido al
2°5% tamponado con agua de mar, ajustando en ambos casos el
PH a 7°2-7"4, oscilando el tiempo de fijacidén entre 1°5-2 ho-
ras, todo ello realizado a 4¢eC.

Tras un lavado con el tampdn utilizado, se ha realiza-
do una postfijacién con tetrdéxido de osmio al 1-2% en solu-
cién tampdén, y procediendo seguidamente a la deshidratacidn
con acetona, a fin de proceder a incluir en pléastico, utili-
zando en este caso la resina de Spurr

En algunas técnicas especificas, se ha omitido la post-
fijacidn O6smica.

Tras la observacién de cortes semifinos tefiidos con azul
de metileno 1%-borax, se ha seleccionado la zona piramidar,

y con ultramicrétomo REICHERT-OMU se han obtenido cortes ul-
trafinos de unos 300 A de grosor. El contrastado habitual
de dichos cortes ha sido con acetato de uranilo seguido de
citrato de plomo.

B- Técnicas especificas. En ambos casos se utili-
za rejilla de oro.

1- Deteccidén de carbohidratos. Técnica de Thiéry (1967)

Para esta técnica, se utilizan blogues sin osmificar. Tras

la obtencibén de cortes, se someten a 2-3 pasos de &cido per-

iédico acuoso al 1% durante 20-25 minutos. Tras una serie de

lavados con agua destilada, que culmina en un prolongado bafo
de los cortes en la misma, se procede a la flotacidn de los
cortes en tiocarbohidracina 0°2%, &cido acé&tico 20%, durante

30-45 minutos, o bien en tiosemicarbacida al 1%, &cido acé-

tico 10% durante 30-45 minutos.

A continuacién se hacen varios pasos de los cortes por
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dcido acético a diferentes concentraciones y diferentes tiem-
pos, para acabar con la flotacidén de los mismos en proteinato
de plata al 1% durante 30 minutos en completa oscuridad, lavan-
dolos finalmente con agua destilada.

2- Deteccidn de ADN.Técnica de Erenpreisa (1981).

Los cortes se tratan con ClH 5N a temperatura ambiente, de 40
a 45 minutos, tras un lavado posterior con agua destilada, se
someten a la accidén del acetato de uranilo al 2% acuoso, a PH
42, disuelto el dia anterior y filtrado antes de ser utilizado
a 372 en camara hGmeda durante 30 minutos.

Las observaciones en todos los casos, se han efectuado
en un microscopio PHILIPS 200, o PHILIPS 301 del Servicio de

Microscopia electrdnica de la Universidad de Barcelona.

Resultados y Discusidn

En la linea tipica el complejo de Golgi acusa cambios

notorios entre la fase de espermatogonias y espermatocitos

de primer orden.

En las espermatogonias el complejo de Golgi aparece for-
mado Gnicamente por dictiosomas ligeramente curvados, inmer-
sos en un citoplasma altamente electrodenso debido a la gran
riqueza de ribosomas, no llegdndose a observar gran actividad
secretora y poniéndose en evidencia su naturaleza glucidica
con la técnica de THIERY.

En los espermatocitos de primer orden se observa un cam-

bio bastante-notabie.En primer lugar, el complejo de Golgi
aparece ubicado en las cercanias del punto donde el nicleo
presenta una pequefia curvadura, encontrdndose en general acom-
pafiado por unas 5 cisternas con gran actividad secretora, pro-
duciendo indistintamente vesiculas claras o densas, una de

las cuales se llena con las vesiculas segregadas por los dic—
tiosomas, formando un cuerpo multivesicular, posible precur-
soridelyacrosomas: {Bigsal32,:3)

Debido a la corta duracidén de la fase de espermatocito

de 22 orden, nos es imposible hacer una valoracién pertinen-

te de los cambios que se pueden producir en ella, por care-

cer de imagenes suficientes.
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En la espermiogénesis es donde el complejo de Golgi

sufrirgd cambios mas drésticos.

Inicialmente el complejo de Golgi aparece ubicado en las
vecindades del centriolo y el condrioma, coincidiendo a su
vez con el polo nuclear donde se presenta una mayor conden-
sacidbn de cromatina (Fig. 4).

Esté formado por 1-2 dictiosomas que comprenden un ni-
mero muy variable de cisternas curvadas. El cuerpo multive-
sicular formado en la fase anterior, aparece ahora altamente
electrodenso, posiblemente por la fusidn de las vesiculas in-
ternas preexistentes, y presenta forma de herradura, rodeado
por una doble membrana (Fig 5).

Este cuerpo, aparece unido a otra vesicula mas peque-
fia, gue se carga asimismo de material electrodenso, ocupan-
do la parte abierta de la "herradura". Esta unibn da lugar
al proacrosoma donde la "herradura seria el proacrosoma pro-
piamente dicho,y la vesicula pequefia, el precursor del per-
foratorimmn, “(Figtes79)~

Una vez formado, este complejo proacrosomico, junto con
el complejo de Golgi, migra hacia el &pice nuclear, inician-
dose alli la formacién del acrosoma. Tales imdgenes recuer-
dan las seflaladas por ROUSSET GALANGAU (1969) en Columbella rus-=
tica y Murex trunculus y BUCKLAND NICKS et al (1976,1983)

en Littoriana sitkana y Fusitrion oregonensis. (Fig 8-9-10).

El acrosoma joven, tiene forma ovalada, gque progresiva-
mente se alarga para dar lugar a la morfologia cOnica del acro-
soma del espermatozoide maduro, ayudado posiblemente por el
complejo de Golgi que aln parece tener actividad, migrando
posteriormente hacia la base nuclear, acompafiado a veces de
pguefias cisternas multivesiculares. (Fig 10).

Como ya hemos indicado, el acrosoma presenta inicial-
mente forma ovalada, y en cortes transversales se observa
una membrana bastante densa, que tanto exterior como interior-
mente, presenta superficie dentada. En su interior, aparece
el esbozo del perforatorium, rodeado asimismo por una mem-
brans: #(Big bl

Como ya hemos sefialado, el acrosoma del espermatozoide

maduro, pierde la forma ovalada, adquiriendo ahora forma cbnica.




La. base de. este cono;: sin embargo, no parece. ser cir-
cular, ya que en cortes transversales se presenta siempre
elipsoidal, siendo su radio mayor de 0725M .

En cortes longitudinales, el acrosoma forma un angulo
de unos 40-452, donde el vértice del mismo representa la zo-
na apical del acrosoma, mientras la zona opuesta representa
el &apice nuclear.

Los lados de este angulo estan formados por una doble
membrana qgue contiene una linea de material denso en su in-
terior. Formando lo que seria la bisectriz de este angulo,
encontramos otra linea de material electrodenso que puede
interpretarse como el el perforatium, y presenta siempre
seccidn circular. Se aprecia asi mismo entre el acrosoma y
la membrana plasmatica, otra franja electrodensa. (Fig l2a).

En cortes longitudinales, se observa la rugosidad de
las membranas que recubren el acrosoma, y dicho aspecto se
pone alin mds de manifiesto en secciones transversales, y so-
bre todo, en secciones sagitales (Fig 12b,13), donde se a-
precian verdaderas" denticiones". Cada diente, aparentemente
cuadrado, mide 0°08-0"09u de lado, dejando entre ellos un
espacio de 0’01)1.

Mediante la técnica de THIERY se pone de manifiesto
el componente glucidico de las membranas acrosdmicas, y es
notorio constatar que la superficie dentada se hace mds pa-
tente con la técnica de ERENPREISA, especifica para el DNA.

El complejo de Golgi finalmente desaparece totalmente, y
solo en ocasiones puede conservarse en el espermatozoide
joven una vesicula de secrecidén a nivel de la pieza media,
que, como observa BUCKLAND NICKS et al (1983)en Fusitrion

oregonensis podria ser exocitado, aun que carecemos de ima-

genes que lo confirmen.

En la linea atipica el complejo de Golgi aparece ubica-

do en las primeras fases, préximo al nucleo, representado por
uno o mds dictiosomas, formados a su vez por 4-5 cisternas
arqueadas que producen vesiculas de mayor o menor densidad.

Mas adelante, adquiere morfologia mis redondeada situ-

andose prdximo a los nlcleos en degeneracidn.




r'\
(9))

ofia que podriamos considerar COmMO un pseuaoacro-
soma, posiblemente de origen golgiano,

las gue contiene en su interior, semejante a la

i
bido al gran desarrollo y actividad que presenta el comple-

jo de Golgi en estas Gltimas fases.
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Figura 4- Espermatida joven mostrando el complejo de Golgi (g) proximo al polo
nuclear (N) con mayor acimulo de cromatina, al centriolo (c) y al condrioma (m).
16.675x

e CEA NN
Figuras 5 y 6- Dos aspectos de la formacidén del proacrosoma. Inicialmente, una
vesicula electrodensa (figura S) se asocia a una vesicula clara (asterisco),
que cargiandose de material electrodenso forma un complejo que da lugar al
proacrosoma. 24.200x y 31.869x, respectivamente.

Figura 7- Detalle del proacrosoma formado, cortado transversalmente (flecha),
préximo al condrioma (m) y al nlcleo (N).Se puede apreciar un circulo interno
gque corresponderia al futuro perforatorium.28.600x




permdtida en fase algo mds
rando el complejo de Golgi

el apice nuclear. Figura 9- Espermdtida mostrando la
posicién apical del proacrosoma
(flecha) asi como el complejo de
Golgi (g) gue parece iniciar su des-
censo. 32.400
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Figura 11- Secciones del acrosoma en esta fase:
a. Seccidn transversal, pudiéndose apreciar la
superficie dentada de su periferia (flecha), asi
como el perforatium (asterisco). 44.000x
b. Seccidén longitudinal del mismo, mostrando la
| forma ovalada tipica de esta fase, asi como
el el perforatium (asterisco). 32.692x
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Figura 10- Espermdtida mostrando
el acrosoma recién formado en el
apice nuclear (flecha), asi como
un cuerpo multivesicular (aste-
risco) descendiendo hasta la base
17.300x
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Figura 12- Acrosoma del espermatozoide maduro. a- corte longitudinal apreciandose
dos lineas densas (flechas) entre las membrana-:acrosdmicas y el acrosoma y la

membrana plasmdtica, respectivamente, asi como el perforatorium (asterisco).50.444x
b- corte transversal del acrosoma

donde se aprecia el perforatorium (asterisco) 15.120x

Figura 13- Corte sagital del acrosoma mostrando la superficie dentada interna.
30.800x

pireno mostrando en su apice

Figura 14- Corte longitudinal de un espermatozoide ap
una estructura en forma de cofia (asterisco). 17.013 X.

igura 15 y 16-Detalles del pseudoacrosoma del espermatozoide apireno observandose

igu
vesfculas en su interior (flechas). 33600x y 44800x , respectivamente.
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