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SUMMARY

The Trachydermon cinereus occyte 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 dorso-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 demostrated in
Trachydermon cinereus oocyies. 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 not very dense electron material.

* Aquest treball forma part del projecte d'estudis gametogenétics patrocinat
per la «Comision Asesora de Investigacion Cientifica y Técnica» de la Presidencia del
Govern.
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INTRODUCCIO

Normalment, la gonada femenina de tots els animals triploblastics
és formada per céllules germinals en les seves diverses fases de ma-
duracié (des dels gonis primordials a les oogonies i oocits) per cel-
lules vitellines aixi com per una xarxa més o menys complexa de fibres
conjuntives que déna suport als altres elements cellulars i el seu des-
envolupament depén del grau de maduraci6 de la glandula sexual.

La preséncia de céHules no germinals, de tipus nutritiu o bé vitel-
lines és quasi universal, encara que manquen en el nematodes, en els
molluscs lamellibranquis i en els equinoderms.

La principal diferéncia entre les célules vitellines i les nutritives,
és que aquestes ultimes acaben per ésser fagocitades i incorporades
totalment a les célules germinals, mentre que les vitellines o folliculars
no ho sén mai de fagocitades. La funcié primordial de les ceHules
folliculars és habitualment la de secrecié de productes que es disposaran
al voltant de les célules de tipus germinal, formen una coberta més
o menys desenvolupada segons els casos i que a la vegada facilitara
la incorporacié per diversos mecanismes, de productes que poste-
riorment seran utilitzats en el procés de la vitelogeénesi. L'increment
del poder reabsorbent de l'oolema ve donat per la naturalesa quimica
de la zona peltcida, de tipus glucoproteinic, sintetitzada per les cel-
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® porta a terme en 1888
sobre els oocits dels quitdonids i de les seves céHules folliculars, on
trobem una apassionada i fins i tot divertida discussio sobre l'ori-
gen d'aquestes ceéllules. Alguns autors de I'¢poca, com Capiat?, For,
NussBAUM, ROULE ¥, SABATIER ¥, entre altres, creien en un origen endo-
gen, és a dir, consideraven fermament que les céHules folliculars eren
secretades del citoplasma dels oocits tal com, en un moment donat,
després de la fertilitzacié, sén expulsats els granuls corticals per for-
mar la membrana de fecundacié. Altres autors com VAN BENEDEN?, el
mateix GARNAULT ¢, JULIN, Lacaze-DUTH IERS, treballaven en materials molt
diversos, que van des de les ascidies als mamifers, creien —com real-
ment és— que llur origen és totalment 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', GARNAULT®, GABE i PRENANT’, LYNGNES', entre
altres i admirar-nos una vegada més del gran poder d’observacié dels
microscopistes classics; entre els de tipus ultrastructural figuren els
d’ANDERSON !, DURFORT ¢, RICH TER 2 13 | SELWooOD '8,
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MATERIAL I METODES

Les gonades femenines d’exemplars de Trachydermon cinereus re-
collits a Cubelles (Barcelona) han estat doblement fixades per als seus
posteriors estudis als microscopis electronics de transmissio i d'ex-
ploracié. Aixi, després d'una prefixacié amb glutaraldéhid tamponat amb
Sorensen o bé en cacodilat sodic a pH 7,3 o bé fixades en glutaraldehid-
paraformaldéhid també 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.

Després d'una deshidratacié curosa, les peces es van incloure amb
araldita, araldita-epon o bé en Spurr, a fi de poder-ne obtenir sec-
cions ultrafines amb un ultramicrotom OmU, i una vegada contrasta-
des amb acetat d'uranil i amb citrat de plom s’observaren amb micros-
copis electronics de transmissio EM 200 i EM 301 del Servei de Micros-
copia Electronica de la Universitat de Barcelona.

Altres mostres van ésser tractades, després d'una acurada deshidra-
tacio, per l'acetat d’amil i posteriorment passaren al punt critic i van
ésser metallitzades per R. FoNTARNAU * l'observacié es va fer amb un
microscopi d’exploracié Stereoscan S-4 (Cambridge Scientific Instru-
ments, Ltd.) del Servei anteriorment esmentat i treballant amb un
potencial d’'acceleracié entre 10 i 30 kV.

OBSERVACIONS

Els oocits de Trachydermon cinereus tenen unes 250 y de diametre,
son totalment esférics i estan envoltats per un nombre determinat de
cellules folliculars de forma pediculada que donen a l'o0cit un aspecte
estrellat molt exotic que el microscopi electronic d’exploracié eviden-
cia de manera prodigiosa. Cal esmentar, que si bé sén moltes les imat-
ges d’ous, principalment d'insectes, obtingudes amb aquest tipus de
microscopi, que sapiguem, aquestes son les primeres obtingudes dels
oocits de quitonids.

El nombre de cellules folliculars és constant en aquesta especie
—de 18 a 20 per cada oocit—. La célula és aplanada, sembla de tipus
endotelial i la seva base té forma poli¢drica, com un hexagon regular
de 31 p de costat i per tant abraca una superficie de l'ordre dels 2,3
mitimetres quadrats.

* La técnica seguida per R. FONTARNAU en la preparacié de mostres biologiques

delicades i molt menudes, del tipus de les céHules sanguinies, espermatozoides, 00-
cits, etc., és descrita amb tota precisio en la tesi de J. Lorrz 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 folliculars, a
la vegada que l'emissié de microvillis per part de l'oolema de I'oocit
i per part de la membrana plasmatica de la celula follicular cons-
titueix un sistema d’ancoratge molt interessant,

Aquestes célules folliculars sén altament secretores de glucopro-
teines, com ho demostra el fet de tenir un aparell de Golgi i un ergas-
toplasma extraordinariament desenvolupat, i el producte elaborat és
eliminat per la part de la membrana basal. D'aquesta manera es va for-
mant un eix granulés-fibrés, forga consistent, altament PAS positiu i
que per la microscopia electronica es contrasta molt bé amb el roig
de ruteni al 0,05 % en solucié aquosa. Aquest material és el que dona
la forma pediculada a la cellula follicular, de manera que aquest ma-
terial esta entre els dos tipus de céllules, la germinal i la follicular.

L'eix que constitueix el pedicul té unes 90 yi, de llargada i unes 60
de diametre. Es més o menys cilindric, perd aplanat a la regi6é ventral
i acabat de forma roma. Es justament en aquest extrem on els talls
ultrafins estudiats amb el microscopi electronic de transmissié demos-
tren que hi ha el nucli de la celula follicular.

El microscopi electronic d’exploracié ens permet comprendre la
forma estrellada dels oocits i la microscopia clectronica de transmis-
si6 ho confirma.

Quant a la ultrastructura dels oocits de 7. cinereus, cal esmentar
que té els elements habituals en tots els tipus de céllules germinals:
un oolema que déna unes prolongacions digitiformes del tipus de micro-
villis, molt poc desenvolupats, d'l a 2 p de llargada i poc 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 pelucida, de tipus pediculat, que es troba entre 'oocit i les cel-
lules foliculars. Els dos constituents extraovocitaris es diferencien bé
ultrastructuralment per llur textura.

Dintre les estructures citoplasmatiques, cal remarcar el gran poli-
morfisme de les estructures membrano-vesiculoses del tipus de l'ergas-
toplasma i de les lamines anellades. Cal destacar el fet que la relacié
entre aquestes estructures es fa sense transicio, és a dir, 'ergastoplasma
perd els seus ribosomes, es fragmenta i dona la tipica imatge de les
lamines anellades o periddiques. El diametre de les interrupcions que
presenten aqueixes lamines és de I'ordre de la grandaria dels porus de
I’embolcall nuclear, és a dir d'uns 450 a 500 A de diametre. L'ergasto-
plasma, molt desenvolupat en la previteHogénesi, adopta diverses dis-
posicions. Es altament polimorfic i, en les primeres fases, es troba pre-



Fi6. 1. — Ovari de Trachydermon cinereus. Imatge obtinguda amb un microscopi de
Scanning en qué es poden observar els oocits envoltats per nombroses celules fol-
liculars pediculades i radialment disposades (160 x).

Fi6. 2. — Detall de la coberta de la céHula germinal femenina. L'oocit és envoltat per
la zona pellucida (zp) i a la vegada recobert per la célula follicular (cf) extraordi-
nariament prima en aquesta zona (13.500 x).



Fi16. 3. — L'oolema (00) déna una série d'evaginacions digitiformes o microvillis que
s'introdueixen en la membrana viteHina (mv). En l'ooplasme poden observar-se dos
dictiosomes (d) responsables de 1'elaboracié de les glucoproteines que formen la
membrana viteHina (40.000 x).

F16. 4. — Detall d'una plaqueta vitelina en formacio, a la periferia podem veure res-
tes de crestes mitocondrials (40.000 x).

Fi6. 5.— Zona de transicié entre l'ergastoplasma (er) i les lamines 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.

Els mitocondris sén molt abundants en la zona més interna de
I'ooplasma i tenen un paper decisiu en la formacié de les plaquetes
viteHines. Aquestes tenen unes 2 p, de diametre 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 quals dins de la matriu mitocondrial es van acumulant materials
densos que es van compactant. Els mitocondris perden llur morfolo-
gia habitual, les crestes mitocondrials queden desdibuixades i final-
ment obtenim una plaqueta vitelina envoltada per una doble membra-
na de tipus unitari. Aqueixes plaquetes vitellines al llarg de la vitelo-
génesi es diseminen uniformement per tot l'ooplasma.

El nucli o vesicula germinativa és molt gros i poc dens als electrons.
Ocupa tota la zona central de la c¢Hula germinal i presenta una mem-
brana molt porosa. Els seus porus sén de tipus senzill i d'un diametre
de l'ordre dels 450 als 550 A.

Discussio

Les caracteristiques més remarcables dels oocits de Trachydermon
cinereus sén sens dubte els que acabem de descriure: la preséncia d'un
nombre constant de c¢Hules folliculars altament secretores al seu en-
torn i la fermesa dels ancoratges trobats en les seves parts basals amb
el microscopi d'exploracié. Sera interessant veure quina és l'evolucio
que experimentaran aquestes céHules quan els oocits arribin a la seva
maduresa total i es produeixi la fertilitzaci6. Hi ha dues alternatives
possibles: o bé es desenganxen i l'odcit queda lliure, o bé les ceHu-
les folliculars es transformen per processos de lisi i queda un ma-
terial granulés molt lax que permetra l'entrada de I'espermatozoide.
En qualsevol dels casos podria apareixer una formacié de tipus micro-
pilic. Caldra, doncs, fer observacions en odcits més madurs.

A nivell de l'odcit cal remarcar el polimorfisme que presenta l'er-
gastoplasma que adopta disposicions en parallel i concéntriques, aquestes
molt desenvolupades durant la fase de viteHogenesi; per perdua dels
ribosomes i posterior fragmentacié, l'ergastoplasma evoluciona donant
lloc a les lamines anellades. Aquest fet fou exposat en la publicacié
de DURFORTY, el 1976, i aquesta interpretacié concorda amb unes de
les possibilitats donades per KESSEL® en alguns tipus d’oocits.

En aquest model celular es demostra una vegada més la gran re-
laci6 que hi ha entre totes les estructures membranoses de les cel-
lules, siguin del tipus que siguin.
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En la vitellogenesi dels oocits de Trachydermon cinereus, juga un
paper decisiu el condrioma, ja que és a partir dels mitocondris que
es formen les plaquetes vitellines, com ja en Planorbis, Favarp i Ca-
RASSO S, 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 autors en molluscs, insectes, peixos, etc. Una revi-
sié sobre els possibles origens de les plaquetes vitellines en els mol-
luscs la trobem en la nota de DURFORT? de 1977.

NoTa:

Essent que en aquest treball es presenten les primeres imatges d’ous de quitd-
nid obtingudes amb el microscopi de «scanning», cal puntualitzar que I'any 1979 apa-
reix I'obra de GiEse i Pearsk, «Reproduction of Marine Invertebrates» (Academic
Press), on s'hi pot veure imatges inedites de dues espécies: Cyanoplax hartwegii i
Mopalia muscosa, cedides, respectivament, per CARPENTER i Gourp. Tal com els 0o-
cits del quitdonid motiu del nostre treball, els gametes de les dues espécies esmen-
tades es troben envoltats per céHules folliculars d'una morfologia diferent, pero
sempre molt espectacular, que permet d’assenyalar que els oodcits sén prou particu-
lars com per a determinar l'espécie a la que pertanyen. (DURFORT i col., maig de
1981.)
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