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The ciliary rootlet like structures in the oocytes of the

Serial ultrathin sections were used to study the formation
of the striated rootlets like structures as other accesory com-
ponents of the basal body in the mature oocytes of Acanthochi-

tona fascicularis. Initially formed at or near the Golgi com-
ETEQT_;EFJ_EEUETBped in this femalle gamete. At the time the
cyclinders became conspicuous components of the cortical cyto-
plasm, groups of procentrioles.

This electron microscopic study of the mature oocytes with
ciliated rootlets revealed striking mitochondrial abnormali-
ties which comprised alterations in shape, increases in size

and formations lamellar arrays within the mitochondrial matrix.

Key words: ciliary rootlets, Golgi complex, mitochondria, oo-
cyte, ultrastructure, Poliplacophora Mollusca.
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L estudi estructural i ultraestructural dels elements ciné-
tics de la cél.lula en general ha estat sempre motiu de molta
atencidé per part dels citolegs i fins i tot per part de molts
sistematics del camp de la protozoologia, en que la determi-
nacidé final de moltes espécies de ciliats, es resolt veient
la disposicid de les cinétides (infraciliatura) que de fet és
un caracter hereditari, o bé& per la disposicidé del centriol
o de les estructures equivalents respecte a 1 embolcall nu-

clear en el cas dels esporozous (DE PYTORAC et al. 1987)(1l).

(1) DE PUYTORAC,P.-GRAIN,J.-MIGNOT,J.P.(1987).-Précis de Pro-
tistologie.,Fondation Singer-Polignac.,ed.Boubée.Pa-
ris. 581 pags.




Hem assenyalat dos dels elements relacionats en els procés
cinétics de les cél.lules: els cilis que habitualment determi-
nen la motilitat de determinats tipus de cél.lules somatiques
i germinals masculines i el centriol, responsable en gran part
dels casos de la dinamica i divisié del cromosomes en les c&l.
lules en divisidé. De la mateixa manera que no totes les divi-
sions cel.lulars segueixen 1 ortomitosi i per tant poden fer-
ho seguint altres mecanismes, encara que no hi hagin centriols
o estructures equivalents, no sempre la preséncia d un cili
condiciona la motilitat de la cél.lula que el té. Efectivament,
hi han cél.lules que tenen cilis complerts o incomplerts to-
talment o parcialment intracitoplasmatics, amb una fdérmula a-
xonematica no habitual, com pot ésser el cas dels fotorecep-
tors retinians que tenen un cili en llur segment extern de ti-
pus 9 ¢+ 0.

Els elements que habitualment conformen un cili sén la part
evaginada, extracel.lular o axonematica, el corpuscle basal
o zona d ancoratge (amb denominacions molts diverses en els ci-
liats) i les arrels ciliars, habitualment dues en disposicid
divergent.

Des de el primers treballs d AFZELIUS (1959.,1961 i 1962)
sobre el flagell dels espermatozoides fins el de 1988, molts
han estat les publicacions fetes sobre 1 ultraestructura axo-
nematica de la cua dels gametes masculins, de la mateixa mane-
ra que molt nombrosos sén els treballs fets sobre les forma-
cions axonematiques en cilis de cél.lules somatiques des de
els basics d"ANDRE (1961), ANDRE i THIERY (1963). Sén tanma-
teix molt importants, en quant a nombre i qualitat els tre-
balls que fan referéncia a les alteracions normals i patolé-
giques de la foérmula axonematica que habitualment comporten
l inmovilitat del cili atipic, tant a nivell dels espermato-
zoides(ESCALIER et al.1982.,ESCALIER i DAVID,1984., JUSTINE
i MATTEI ,1988), com a nivell de c&l.lules somatiques de vies
genitals (CHAILLEY et al.l1982) o de vies respiratories PUIG
MUSET,1966).

Ocasionalment s "han descrit cilis intracitoplasmatics,

complerts o fragmentats en cél.lules somadtiques de funcions

molt diferentes i d origen embrionari també diferent.




El teixit nervids embrionari ha estat ampliament estudiat
des de que RAMON i CAJAL recomana el seu seguiment per poder
entendre molt millor la textura dels centres nerviosos en els
adults, pot ésser per aixé que hi han diverses cites sobre 1la
preséncia de cilis intracitoplasmatics en neuroblasts i neuro-
nes joves. Entre altres cal.recordar:eds, treballs al respecta
de SOTELO i TRUJILLO-CENOZ (1958) sobre 1 epiteli neural en
embrions de pollastre, com a capdavanters en aquesta qiiestiod
i entre els més recents el de COHEN (1988) en embrions de ra-
toli. LAFARGA et al.(1980) troba cilis en neurones del nucli
supradéptic hipotalamic en periode neonatal., BARNES (1961) en
cgl.lules hipofisaries de la pars distalis ‘i GIROD et al.(1980)
en cél.lules de 1 adenohipd6fisi., MARTINEZ CUADRADO i GONZALEZ
SANTANDER (1989) en el mesénfal del gat.

En cél.lules de tipus mesodérmic no han estat trobats gai-
re sovint elements ciliars intracitoplasmatics, recordem la
seva localitzacidé en condrdcits (SCHERFT i DAEMS,1967), cal-
dria perd fer un buidat bibliografic sobre aquest punt. En
les cél.lules germinals hi ha alguna trobada escepcional,
SZOLLOZI (1972)., DOS SANTOS (1975) en micromamifers.

En la majoria dels casos perd, el significat de la presén-
cia de cilis intracitoplasmatics roman enigmatica, si bé el
seu origen ha estat seguit amb éxit en alguns casos, en aquest
aspecta cal recordar el treball de DE ROBERTIS referenciat en
la seva quarta edicibé de la CITOLOGIA GENERAL (1960) i que
havia publicat any 1956 (1), i el d"ALLEN (1965).

MATERIAL I METODES

S“han estudiat al microscopi electrdnic de transmissid les

génades femenines d Acanthochitona fascicularis, mol.lusc po-

liplacéfor, d exemplars recollits en tres époques de 1 =any*i
procedents de Galicia (Santander). Els exemplars eren sexual -
ment madurs.

El material ha estat doblement fixat amb glutaraldehid-pa-
raformaldehid al 3,5 tamponat amb cacodilat sédic durant 2 ho-
res a 4°C i post fixat amb 0sO, al 2% igualment tamponat i du-

4
rant unes altres 2 hores.

(1): De Robertis, E.(1956)., Eigphys.Bigchem.Cytgl.,2.,503




Alguns fragments de génada han estat solsament fixats amb
glutaraldehid-paraformaldehid per evitar 1l "ennegriment produit
pel tetrdéxid dosmi i aixi aplicar determinades reaccions qui-
miques (GARCIA VALERO i DURFORT, 1988), cap de les quals és
positiva per a dur 1l estudi de les estructures tipus arrel ci-
liar, motiu de la present comunicaciéd.

L inclusié ha estat habitualment feta amb Spurr i els talls
ultrafins contrastats amb acetat d uranil i citrat de plom.
Els talls semifins han estat rutinariament tenyits amb blau
de metilé i amb Giemsa, perd en cap cas ens han permés visua-

litzar les estructures en estudi.

RESULTATS I DISCUSSIO

L observacié d estructures de caire fibrilar amb una tipica
estriacié motivada per la preséncia de bandes i interbandes de
diferenta electrodensitat (Figs.6.,7 i 8), amb tot 1 aspecte

d“arrels ciliars, en els odcits d"Acanthochitona fascicularis

ha estat accidental i molt escadussera, possiblement pel fet
de no haver estudiat un nombre suficient de seccions seriades
i pel fet de que 1l orientacid dels talls obtinguts no ha estat
sempre la més escaient per a 1l interpretacid d una estructura
periédica com la que ens ocupa.

Fins el moment solsament el 7% dels odcits d-A. faggicularig

estidiats presenten aquestes formacions del tipus d arrels ci-
liars. en tots els casos han estat trobats en odcits madurs, en
obcits post.vitel.logendtics i en disposicib preferentment per-
pendicular o tangencial al oolemma de la cé&l.lula germinal fe-
menina (Figs.l.,2 i 3). La considerable riquesa i heterogeini-
tat d estructures vesiculo-membranoses presents en la zona cor-
tical dels odcits d”aquesta espécie (Figs.l i 2) (DURFORT,1988;
DURFORT i GARCIA VALERO,1989), junt amb la problematica de 17o-
rientacié del tall, suara esmentada, determina que aquestes a-
rrels ciliars siguin molt dificiles d observar. Casualment o
per que és aixi, solsament hem observat una de les dues bran-
ques que habitualment surten o arrenquen del corpuscle basal
cilian;

La llargada de les arrels estudiades, pels motius abans es-

mentats és forga variable, de 0,3 micres a 6 mifcres, sioguasi




bé sempre estan molt propers al oolemma i als dictiosomes que
en aquesta espécie estan molt desenvolupats (Figs.l i 2).

El feix de microfilaments que forma 1l arrel és del ordre
dels 0,3 a 0,6 micres de diametre i els microfilaments tenen
per terme mitg uns 200 A, encara que amb les imatges dels talls
obtinguts es fa molt dificil de precisar 1llur diametre (Figs.
S

En els mateixos odcits en els que hem trobat aquestes es-
tructures fibrilars periddiques, tipus arrel ciliar, s "han ob-
servat unes formacions de caire cilindrie que tenen un aspec-
te ultraestructural que pot recordar al del procentriols (Figs.
4 i 5). Llur localitzacid és molt variable, prop de 1 embol-
call nuclear (Fig.4) o en el bell mitj de la zona cortical i
alhora en zones properes al oolemma (Figs.4 i 5).

Ens interessa molt relacionar ambdues tipus de formacions,
ja que la ciliogénesi ha estat sempre relacionada amb les for-
macions de tipus centriolar (COHEN et al.1988).

No delimitats per cap estructura membranosa, aquests cilin-
dres tenen un diametre extern de 0,8 micres i un diametre in-
tern del ordre de les 0,4 micres. Algunes imatges fan pensar
que el material electrodens que forma la paret del cilindra
esta estructurat, caldria fer perd el test de rotacid fotogra-
fic de MARKHAM (1).

En aquests mateixos odcits perdo amb una freqdéncia molt pe-
tita hem trobat mitocondris allargats que la part central de
llur matriu estd ocupada per una gegantina estructura dispo-
sada paral.lelament al eix llarg del mitocondri, que sembla una
cresta gegant, perd que a grans auments veiem que és una estruc-
tura de caire fibrilar (Fig.4). Caldria estudiar un nombre més
gran d aquestes formacions per a constatat si sén totalment ac-
cidentals o bé sén estadis del procés de formacidé d estructu-
res paracristalines o de les estructures fibrilars:que:.poste-
riorment donarien lloc a les arrels ciliars.

Una revisidé exaustiva del tema no permet dir res al respec-
ta. Les imatges trobades per BARASTEGUI et al (1983 i 1984),

(1): MARKHAM,R.-FREY,S.-HILLS,G.J.(1963).-Rotations printing
intensification. Virology.,Vol.20.,88-92




en mitocondris de cél.lules del uroteli d exemplars tractats
experimentalment, recorden en els seus estadis inicials a 1la
formacidé membranosa-fibrilar localitzada en els mitocondris
dels odcits d"A.fascicularis. El seu signicat roman totalment
enigmatic, en gran part degut al migrat estudi dels pocs mi-
tocondris que presenten aquest tipus d estructura. Caldra ob-
tenir-ne imatges de talls ultrafins depositats en la platina
goniométrica.

De moment, 1 esquema adjunt de GIROD et al (1980) que co-
rrespond al que descriu en les cél.lules glandulars de 1l ade-
nohipéfisi d erigo terrestre no coincideix amb les nostres
trobades en 1°0dcit de 1 espécie de mol.lusc poliplacéfor es-
tudait en el present treball. Manca el cili propiament dit,
falta el corpuscle basal, no hem trobat cap estructura centrio-
lar , encara que si hem vist estructures que podriem conside-
rar com a precentriols. L unic punt en comd és la preséncia
de les arrels ciliars i 1luir‘relacid topografica amb %els  “dic—
tisomes.

Queden per trobar més imatges i alhora poder relacionar el
trobat amb probables fendémens d induccid de 1 embolcall nu-
clear, del complexe de 'Golgi i Tins 1 tot del ocolemma ococita-=
ri amb la formacidé de les estructures tipus arrels ciliars des-
crites i finalment intentar comprendre llur funcid, encara que
aquesta pot ser relacionada amb els futurs esdeveniments que
li esperan a la cél.lula germinal femenina.

Alhora que no cal descartar possibles procesos de parteno-
génesi en els quals ocasionalment s hi han relacionat fendmens

d“activacid centriolar amb aparents induccions d’origen divers.
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Fig.l.- Zona cortical d odcit d"Acanthochitona fascicularis,
en fase de postvitel.logénesi. Observis la heterogenitat dels
organuls presents, alhora que llur desenvolupament.

(G): dictiosoma., (LA): lamines anellades.,(L): inclusid li-
pidica., (V): vitel glucolipoproteie.,(CM): cos multivesicu-
16s.,(MV): membrana vitel.lina.,(ZP): zona pel.lucida.
Contrastat rutinari amb acetat d uranil i citrat de plom.
14.000 x.




Fig.2.- En aquesta imatge de la zona cortical d“un odcit madur d°Acan-
thochitona fascicularis s observa, a part de les estructures habituals:
(G): dictiosoma.,(V): vitel., (GC): granul cortical.,(m): mitocondris.,
(MV): membrana vitel.lina.,(ZP): zona pel.lucida., una estructura que

recorda una arrel ciliar per la seva estriacié periddica (==gm ).
15000 x.




Fig.3.- A 1l esquerra de 1 imatge veiem els microvillis que emet
I1°colemma (v) per la qual cosa constatem que tenim una imatge
de la zona cortical del odcit de A.fascicularis. Plaquetes vi-
tel.lines (V) i dictiosoma (G) sén les estructures que desta-
quen, a part de les estructures estriades (=) que veiem en
una situacié molt cortical i en general disposades be sigui
perpendicularment o tangencialment a la membrana vitel.lina
(MV). 15.000 x.
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Fig.4.- Zona cortical d“un odcit de A.fascicularis, en una fase

de previtel.logénesi. En aquesta etapa, i no sempre, hem obser-
vat la preséncia de cossos densos que quant sén tallats ben trans-—
versalment revelen una estructura cilindrica. Llur didmetre és
variable, aixi com 1l ultraestructura de llur coberta. En aques-—

ta imatge, prop del nucli (N) s observa un mitocondri (M) que
presenta una estructura fibrilar no habitual en la seva matriu.

La electrodensitat de les estructures cilindriques aixi com

del element allargat intramitocondrial dificulta en gran mesu-

ra llur correcta visualitzacié. 18.000 x.
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Fig.5.- Elememts cilindrics observats de manera no rutinaria

en 1 ooplasma dels odcits de A.fascicularis en previtel.logé-

nesi. En (a) i en (b) s observen tallats a diferents nivells.

Els marcats amb ( ) permeten apreciar la paret del cilindre,
encara que en cap cas s ha pogut observar una membrana delimi-
tant. En (b) sembla com si hi hagués un nematosoma en la vesi-
cula derivada d un inflament de 1l embolcall nuclear. Els odcits
dels mol.luscs poliplacéfors presenten habitualment cossos nu-
cleolars, de textura pero molt diferenta a la presentada en a-
questa imatge ( = ). 20.000 x

-
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Fig.6.,7.1 8.- Detall de diverses arrels ciliars observades en la zona
cortical dels odcits de A.fascicularis. Cal subratllar
que llur preséncia ha estat constatada tant en odcits
en previtel.logénesi com en postvitel.logénesi, com pot
apreciar-se en les imatges anteriors.

Els organuls citoplasmatics dels mol.luscs poliplacéfors
de les espécies que hem estudiat (vegis la bibliografia),
emprant les técniques de contrastat rutinaries, presenten
una elevada electrodensitat, aixé dificulta en ocasions,
com la present, poder diferenciar adequadament els ni-
vells de gris.

Malgrat haver dons "jugat'" amb el contrastat fotografic,
emprant les diverses sensibilitats de paper fotografic,
no ha estat possible obtenir imatges de millor resolucié.
En (6) veiem dues magnifiques "arrels ciliars" amb llur
tipica estriacié ( P» ) aixi com algunes plaquetes vitel.
lines (V) i alguns mitocondris (m). 18.000 x.

En (7) observem la proximitat d una arrel ciliar a un
dictiosoma (G). 18.000 x.

En (8) Detall de 1l"estriacid periédica d una suposada
"arrel ciliar" d“odcit madur d“A. fascicularis. 32.000 x.
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