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SUMMARY

The Trachydermon cinereus occyt e is surrounded by to 18 to 20 fo
llicle cells which are extremely flat in shape and are involved in an acti
ve process of synthesis during oocyte development forming the zona

pellucida. This is suggested by the presence of concentric whrols of
rough endoplasmic reticulum, large mitochondria and a very well de
veloped Golgi complex, This zona pellucida emits some cylindrical pro
jections which are flattened dorsa-ventrally and which are supported on

the hexagonal base, being responsible for the starshaped aspect of the
oocyte. The said expansions are completely protected by the follicle cells,
the nucleus being situated at its apical end,

In the cytoplasm oocytes in previtellogenesis and in vitellogenesis a

very well developed and polimorphus rough endoplasmic reticulum is

present; the annulate lamellae always appear during the phase in con

tinuity with the vesicles of the rough endoplasmic reticulum,
The origin and evolution of yolk platelets have been demostrat ed. in

Trachydermon cinereus oocvtes. The transformation of the mitochondria
has been seen by the accumulation of crystalline material and the later
loss of cristae, until they become transformed into the yolk platelet,
These process a dense electron core mainly composed of proteins the

superficial layer being composed of a 110t very dense elect ron material.

Aquest treball forma part del projecte d'estudis garnetogenetics patrocinat
per la «Cornision Asesora de Investigacion Cientifica y Tecnica» de la Presidencia del
Govern.
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INTRODUCCl6

Norrnalment, la gonada femenina de tots els animals triploblastics
es formada per cellules germinals en les seves diverses fases de ma

duracio (des dels gonis primordials ales oogonies i oocits) per eel

lules vitellines aixi com per una xarxa mes 0 menys complexa de fibres

conjuntives que dona suport als altres elements cellulars i el seu des

envolupament depen del grau de maduracio de la glandula sexual.

La presencia de cellules no gerrninals, de tipus nutritiu 0 be vitel

lines es quasi universal, encara que manquen en el nematodes, en els

molluscs lamel'libranquis i en els equinoderms.
La principal diferencia entre les cellules viteHines i les nutritives,

es que aquestes ultimes acaben per esser fagocitades i incorporades
totalment ales cellules gerrninals. mentre que les vitellines 0 foHiculars

no ho son mai de fagocitades. La funcio primordial de les cellules

foHiculars es habitualment la de secrecio de productes que es disposaran
al voltant de les cellules de tipus germinal, formen una coberta rnes

o menys desenvolupada segons els casos i que a la vegada Iacilitara

la incorporacio per diversos mecanismes, de productes que poste
riorment seran utilitzats en el proces de la vitellogenesi. L'incrernent

del podel' reabsorbent de l'oolema ve donat per la naturalesa quimica
de la zona pellucida, de tipus glucoproteinic, sintetitzada per les eel

lules folliculars, a la vegada que aquesta coberta deu jugar un paper

important en el moment de la fertilitzacio.

Es justament en un estudi que GARNAULT 8 porta a terme en 1888

sobre els oocits dels quitonids i de les seves cellules folliculars. on

trobem una apassionada i fins i tot divert ida discussio sobre l'ori

gen d'aquestes cellules. Alguns autors de l'epoca, com' CADIAT 3, FOL,

NUSSBAUM, ROULE 14; SABATIER IS, entre altres, creien en un origen endo

gen, es a d ir, consideraven fermament que les cellules foHiculars eren

secretades del citoplasma dels oocits tal com, en un moment donat,

despres de la fertilitzacio, son expulsats els granuls corticals per for

mar la membrana de fecundacio. Altres autors com VAN BENEDEN 2, el

mateix GARNAULT 8, JULIN, LACAZE-DuTHIERS, treballaven en materials molt

diversos, que van des de les ascidies als mamifers, creien -com real

ment es- que llur origen es totalrnent exogen.

Centrant-nos en els estudis duts a terme sobre l'oogenesi dels mol

luscs poliplacofors, cal recordar els classics treballs de la microscopia
fotonica de LOVEN 10, GARNAULT 8, GABE i PRENANT 7, LYNGNES II, entre

altres i admirar-nos una vegada mes del gran poder d'observacio dels

microscopistes classics; entre els de tipus ultrastructural figuren els

d'ANDERSON I, DURFORT 4, RICHTER 12. 13 i. SELWOOD 16.
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MATERIAL I ·METODES

Les gonades femenines d'exernplars de Trachydermon cinereus re

collits a Cubelles (Barcelona) han estat doblement fixades per als seus

posteriors estudis als microscopis electronics de transmissi6 i d'ex

ploraci6. Aixi, despres d'una prefixaci6 amb glutaraldehid tamponat amb

Sorensen 0 be en cacodilat sodic a pH 7,3 0 be fixades en glutaraldehid
paraforrnaldehid tarnbe tamponat a pH 7,3, durant dues hores a 4 =C,
es postfixaren en tetraoxid d'osmi al 2 % igualment tamponat durant
dues hores a 4 °C.

Despres d'una deshidrataci6 curosa, les peces es van incloure amb

araldita, aralditaepon 0 be en Spurr, a fi de poder-ne obtenir sec

cions ultrafines amb un ultramicrotorn OmU2 i una vegada contrasta

des amb acetat d'uranil iamb citrat de plom sobservaren amb micros

copis electronics de transmissi6 EM 200 i EM 301 del Servei de Micros

copia Electronica de la Universitat de Barcelona.
Altres mostres van esser tractades, despres d'una acurada deshidra

tacio, per I'acetat d'amil i posteriorment passaren al punt critic ivan
esser metaHitzades per R. FONTARNA·U '. l'observaci6 es va fer amb un

microscopi d'exploraci6 Stereoscan S-4 (Cambridge Scientific Instru

ments, Ltd.) del Servei anteriorment esmentat i treballant amb un

potencial d'acceleracio entre 10 i 30 kV.

OBSERVACIONS

Eis oocits de Trach.ydermon cine reus tenen unes 250 IJ. de diarnetre,
s6n totalment esferics i estan envoltats per un nombre determinat de

cellules follicular's de forma pediculada que donen a l'oocit un aspecte
estrellat molt exotic que el microscopi electronic d'exploracio eviden

cia de manera prodigiosa. Cal esmentar, que si be s6n moltes les irnat

ges d'ous, principalment d'insectes, obtingudes amb aquest tipus de

microscopi, que sapiguern. aquestes son les primeres obtingudes dels

oocits de quitonids.
EI nombre de cellules folliculars es constant en aquesta especie

-de 18 a 20 per cada oocit-. La cellula es aplanada, sernbl a de tipus
endotelial i la seva base te forma poliedrica, com un hexagon regular
de 31 IJ. de costat i per tant abraca una superficie de I'ordre dels 2,3
minmetres quadrats.

* La tecnica seguicla per R. FONTARNAU en la preparacio de most res biologiques
delicades i molt menudes, del tipus de les cellules sanguinies, esperrnatozoides. 00-
cits, etc., es descrita amb tota precisio en la tesi de J. LOPEZ CAMPS (Universitat de

Barcelona, 1978).
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Contactes del tipus de desmosomes i unions intimes (thight jonc
tion) es troben entre les membranes basals de les cellules foHiculars, a

la vegada que l'emissio de microvillis per part de I'oolerna de l'oocit

i per part de 1a membrana plasrnatica de la cellula follicular cons

titueix un sistema d'ancoratge molt interessant.

Aquestes cellules folliculars s6n altament secretores de glucopro
teines, com ho demostra el fet de tenir un aparell de Goigi i un ergas

toplasma extraordinariarnent desenvolupat, i el producte elaborat es

eliminat per la part de la membrana basal. D'aquesta manera es va for

mant un eix granuI6s-fibr6s,. forca consistent, altament PAS positiu i

que per la microscopia electronica es contrasta molt be amb el roig
de ruteni al 0,05 % en soluci6 aquosa. Aquest material es el que d6na

la forma pediculada a la cellula follicular, de manera que aquest ma

terial esta entre els dos tipus de cellules, la germinal i la follicular.

L'eix que constitueix el pedicul te unes 90 iJ. de llargada i unes 60 (..L

de diametre. Es mes 0 menys cilindric, pero aplanat a la regio ventral

i acabat de forma roma. Es justament en aquest extrem on els taIls

ultrafins estudiats amb el microscopi electronic de transmissio demos

tren que hi ha el nucli de la cellula follicular.

El microscopi electronic d'exploraci6 ens perrnet comprendre la

forma estrellada dels oocits i la microscopia electronica de transmis

sio ho con firma.

Quant a la ultrastructura dels oocits de T. cinereus, cal esmentar

que te els elements habituals en tots els tipus de cellules germinals:
un oolema que dona unes prolongacions digitiformes del tipus de micro

villis, molt poe desenvolupats, d'l a 2 '(..L de llargada i poe nombro

sos, exteriorment al qual hi ha una membrana vitellina molt prima i laxa,
secretada per l'oocit i protegida a la vegada per la ben desenvolupada
zona pellucida, de tipus pediculat, que es troba entre l'oocit i les eel

lules foHiculars. Eis dos constituents extraovocitaris es diferencien be

ultrastructuralment per lIur textura.

Dintre les estructures citoplasmatiques, cal remarcar el gran poli
morfisme de Ies estructures membrano-vesiculoses del tipus de l'ergas
toplasma i de les larnines anellades. Cal destacar el fet que la relacio

entre aquestes estructures es fa sense transicio, es a dir, l'ergastoplasma
perd els seus ribosomes, es fragmenta i dona la tipica imatge de les

lamines anellades 0 periodiques. El diarnetre de les interrupcions que

presenten aqueixes lamines es de l'ordre de la grandaria dels porus de

l'embolcall nuclear, es a d ir d'uns 450 a 500 A de diarnetre. L'ergasto
plasma, molt desenvolupat en la previtel'logenesi, adopta diverses dis

posicions. Es altament polirnorfic i, en les primeres fases, es troba pre-



FIG. 1. - Ovari de Trachydermon cine reus. Imatge obtinguda amb un microscopi de

Scanning en que es poden observar els oocits envoltats per nombroses cellules tol
liculars pediculades i radialment disposades (160 x).

FIG. 2. - Detail de la cobert a de la cellula germinal femenina. L'oocit es envoltat per
la zona pellucida (zp) i a la vegacla recobert per la cellula follicular (cf ) extraordi

nariamen t prima en aques ta zona (13.500 x ).



FIG. 3. - L'oolema (00) dona una serie devaginacions digitiformes 0 microvillis que
s'introdueixen en la membrana vi tellina (rnv). En l'ooplasrne poden observar-se dos
dictiosomes (d) responsables de I'elaboracio de les glucoprotemes que formen la

membrana vitcll ina (40.000 x ).

FIG. 4. - Detail d'una plaqueta vitel+ina en for macio, a la peri feria podern veure res

tes de orestes mitocondrials (40.000 x ).

FIG. 5. - Zona de transicio entre l'ergastoplasma (er) i les larnines anellades (la).
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ferentment en les proximitats de la membrana nuclear i, posterior
ment, al voltant d'inclusions lipidiques i de plaquetes vitellines.

Eis mitocondris son molt abundants en la zona mes interna de

l'ooplasma i tenen un paper decisiu en la forrnacio de les plaquetes
vitellines, Aquestes tenen unes 2 f.L de diarnetre i presenten una forma

particular: un centre molt dens als electrons envoltat d'una zona de poca

densitat als electrons i altament fibro-granulosa. Hem observat imatges
en les quais dins de la matriu mitocondrial es van acumulant materials

densos que es van compactant. Eis mitocondris perden llur morfolo

gia habitual, les crestes mitocondrials queden desdibuixades i final

ment obtenim una plaqueta viteHina envoltada per una doble membra

na de tipus unitari. Aqueixes plaquetes viteHines al llarg de la viteHo

genesi es diseminen uniformement per tot I'ooplasma.
EI nucli 0 vesicula germinativa es molt gros i poe dens als electrons.

Ocupa tota la zona central de la cellula germinal i presenta una mem

brana molt porosa. Els seus porus son de tipus senzill i d'un diametre

de l'ordre dels 450 als 550 A.

Drscussro

Les caracteristiques mes remarcables dels oocits de Trachydermon
cinereus son sens dubte els que acabem de descriure: la presencia d'un

nombre constant de cellules foHiculars altarnent secretores al seu en

torn i la fermesa dels ancoratges trobats en les seves parts basals amb

el microscopi dexploracio. Sera interessant veure quina es I'evolucio

que experimentaran aquestes cellules quan els oocits arribin a la seva

maduresa total i es produeixi la fertilitzacio. Hi ha dues alternatives

possibles: 0 be es desenganxen i l'oocit queda lliure 0 be les cellu

les folliculars es transformen per processos de lisi i queda un ma

terial granules molt lax que perrnetra I'ent rada de I'espermatozoide.
En qualsevol dels casos podria apareixer una Iormacio de tipus micro

pflic. Caldra, doncs, fer observacions en oocits rnes madurs.

A nivell de l'oocit cal remarcar el polimorfisme que presenta l'er

gastoplasma que adopta disposicions en parallel i concentriques, aquestes

molt desenvolupades durant la fase de vitellogenesi: per perdua dels

ribosomes i posterior Iragrnentacio, I'ergastoplasma evoluciona donant

lloc ales larnines anellades. Aquest fet fou exposat en la publicacio
de DURFORT 4, el 1976, i aquesta interpretacio concorda amb unes de

les possibilitats donades per KESSEL 9 en alguns tipus d'oocits,

En aquest model cellular es demostra una vegada mes la gran re

lacio que hi ha entre totes les estructures membranoses de les eel

lules, siguin del tipus que siguin.



234 DURFORT, BARGALLo, BOZZO, LoPEZ-CAMPS, FONTARNAU

En la vitellogenesi dels oocits de Trachydermon cinereus, juga un

paper decisiu el condrioma, ja que es a partir dels mitocondris que
es formen les plaquetes viteHines, com ja en Planorbis, FAVARD i CA
RASSO 6, en 1958 van veure i descriure en un dels primers treballs ultras
tructurals duts a terme sobre aquest fet, i com posteriorment ha estat

descrit per diversos au tors en molluscs, insectes, peixos, etc. Una revi
sio sobre els possibles origens de les plaquetes viteHines en els mol
luscs la trobem en la nota de DURFORT 5 de 1977.

NOTA:
Essent que en aquest treball es presenten les primeres imatges d'ous de quito

nid obtingudes amb el microscopi de «scanning», cal puntualitzar que I'any 1979 apa
reix I 'obra de GIESE i PEARSE, «Reproduction of Marine Invertebrates» (Academic
Press), on s'hi pot veure imatges inedites de dues especies: Cyanoplax hartwegii i
Mopalia muscosa, cedides, respectivament, per CARPENTER i GOULD. Tal com els 00-
cits del quitonid motiu del nostre treball, els gametes de les dues especies esmen

tades es troben envoltats per cellules folliculars.. d'una morfologia diferent, pero
sernpre molt espectacular, que permet d'assenyalar que els oocits son prou particu
lars com per a determinar l'especie a la que pertanyen. (DURFORT i col., maig de
1981.)



FORMA I ULTRASTRUCTURA DELS OO<;ITS 235

BIBLIOGRAFIA

1. ANDERSON, E. - Oocyte-follicle cell diiereniiation il1 two species of Amphineurans
(Mollusca), Mopalia muscosa and Chaetopleura apiculata. «J. Morphol», vol.

129, 89-126 (1969).
2. VAN BENEDEN, E. i JULIN, A. - Morphologic des Tuniciers. «Arch. de Biologie».

T. VI (1886).
3. CADIAT, M. - Trait e d'unatomie genera/e. (1881). Ref.: GARNAULT: «Arch. Zool.

Gen. et exp.». T. 6, 82-116 (1888).
4. DURFORT, M. - Relation entre les lamelles annelees et Ie reticulum endoplasmi

que granulaire dans les ovocytes de Trachydermon cinereus, Thiele (Mollus
que, Polyplacophore). «Ann. Sc. Nat. Zool. et BioI. Anirn.», T. 18, fasc. 4, 449-

457 (1976).
5. DURFORT, M. - Ultraestructura de las plaquetas vitelinas en tres especies de mo

luscos. «Miscelanea Zoologica», Vol. IV, fasc. I., 33-40 (1977).
6. FAVARO, P. i CARASSO, N. - Origine et ultrastructure de plaquettes vitellines de

la planorbe. «Arch. Anat. Microsc. Morphol. Exp.», T. 47, 211 (1964).
7. GABE, M. i PREN.�NT, M. - Contribution a l'histologie de l'ovogenese chez les Poly

placophores. «La Cellule», T. 53, 99-117 (1949).
8. GARNAULT, P. - Recherches sur la structure et Ie developpement de l'oeui et son

[ollicule chez les Chitonides. «Arch. Zool. Gen. Exp.», T. 6, 82-116 (1888).
9. KESSEL, R. G. - Annulate lamellae. «1. Ultrast. Res.», supl. 10 (1968).

10. LOVEN, S. - Uber die Entwicklung von Chitonen. «Ann. Mg. nat. Hist.», Vol. 17,
413-416 (1856).

11. LYNGNES, R. - Zur kenntnis dey Eihullen der Chitoniden. « Skr. Vidensk. Se1k.

Kristiana», Vol. 20, 1-19 (1924).
12. RICHTER, H. P. - Feinstrukturelle Untersuchungen zUY Oogenese del' Kajersch

necke Lepidochitona cinereus (Mollusca, Polyplacophora), «Helgolauder wiss

Meeresunters», Vol. 28, 250-303 (1976).
13. RICHTER, H. P. i GOTTING, K. J. - Oogenese und Sexualitat der Kaierschnecke

Lepidochitona cinereus. L. (Mollusca, Polyplacophora}, «Helgolander wiss.

Meeresunters». Vol. 26, 42-62 (1974).
14. ROULE, M. - Monographic de la Ciona intestinalis. «Annales du Musee de Mar

seille», T. II, 167 (1887).
15. SABATIER, M. - Sur les cellules du [ollicule de l'oeui et sur la nature de la se

xualit e. «Cornp. Rend. de l'Institut» (1883).
16. SELWO 00, L. - Interrelationships between developing oocytes and ovarian tissues

in the chiton Sypharochiton septentriones Ashby (Mollusca, Polyplacopho
ra). «J. Morphol.», T. 125, 71-104 (1968).




