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SUMMARY

The spermiogenesis of Typhloplana viridata shows several peculiar
features. The germinal cell, which is almost round, extends until it

forms a long slender mature sperm (0,5x120 ) At 10 y from the caudal
end, two flagella are orthogonally inserted. The chromatin evolves from

a granular-alveolar phase (for the young spermatids) to very compact
chromosomic ribbons (for spermatozoa). The chondriome modifies very
little giving an axial rosary of small mitochondria. A large dictiosome
forms a great number of dense vesicles which spray through the whole
of the sperm’s body around the nucleus. Notwithstanding our specula-
tions, the function of these vesicles is not known. The caudal appendage
is a singular postflagellar organ formed by evagination into which the
prolongation of a bundle of cortical microtubules lining the cell enter.
In this paper, relationships with ultrastructural data of flatworm ga-
meta are made and philogenetic considerations are reported.

INTRODUCCIO

Les formes espermatiques dels Platihelmints sén notablement mo-
dificades, no sols pel fet d’ésser celules biflageHades i per mancar-les-hi
'acrosoma, siné també pel fet de presentar importants particularitats
ultrastructurals que, fins i tot, comporten modificacions de caracter
regressiu. Paradoxalment, la morfologia d'aquests gametes masculins
presenta poca variabilitat al llarg de tot el «phylum» i fluctua al vol-
tant d'uns pocs models generals, tots els quals estan interrelacionats.
D’altra banda, és palesa l'escassetat de referéncies que, a nivell ultras-
tructural, fan esment dels espermatozoides dels cucs plans.

Aquest treball forma part del projecte d'estudis gametogenetics patrocinat per
la «Comisién Asesora de Investigacion Cientifica v Técnica» de la «Presidencia del
Gobierno», Madrid.
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Per tots aquests motius varem incloure el grup dins el pla general
d’estudis gametogenétics que portem a terme conjuntament el Servei
de Microscopia Electronica i el Departament de Morfologia i Micros-
copia de la Universitat de Barcelona.

La radé d’haver comencgat pels Typhloplanidae és que, a nivell de mi-
croscopi ordinari’, llurs espermatozoides sén els menys modificats, tot
i tenir, sens dubte, trets diferencials caracteristics.

T. viridata és un petit turbelari d’'l-3 mm de llargada que pre-
senta un color verd intens degut a la presencia d'algues simbionts
(Chlorella) situades, en gran nombre, al parénquima subepidérmic. A
més, es caracteritza també per: No tenir rabdites ni ramnites. El tub
digestiu és senzill, sacciforme i sense ramificar. Viu en bassals con-
tinentals o en rierols petits, tant al plancton com al hiponeuston i a
I'hérpon, a temperatures compreses entre —5 i 18 °C i a pH de 6,8
a 175.

Quant a la reproduccié, T. viridata és un organisme hermafrodita
proterandric. L'aparell reproductor mascle és format per dues llargues
branques testiculars que, unides per sengles conductes espermatics
condueixen llurs productes sexuals a una sola vesicula seminal i a un
penis complex.

MATERIAL I METODES

El material va ésser proporcionat pels senyors F. Costa i L. UGEpo,
del Departament d’Ecologia de la Universitat de Barcelona, als quals
regraciem llur amable colaboracid. Els espécimens procedeixen d'una
bassa propera a Sant Marti del Brull i també d’uns bassals del terme
d’Olesa de Bonesvalls.

Els organismes varen ser anestesiats amb MS 222 (Sandoz) a I'l %
durant 15 minuts i submergits en el medi fixador, seccionats trans-
versalment en 2, 3 o 4 parts en rad de la petitesa dels animals.

Les observacions al microscopi ordinari es feren emprant la teéc-
nica del «squash» per a l'estudi dels gametes «in vivo» i la de talls se-
mifins (d'l a 2 p) tenyits amb blau de metile-borax a 1'l% per als estu-
dis citologics i histologics.

La metodologia escollida no difereix essencialment de la tipica per
a microscopia electronica actual; per aquest motiu la resumim aixi:

1. Fixacié amb glutaraldehid al 2,5 % en tampd cacodilat al 0,1 M
a pH 7,1 durant 1 hora 30 minuts a 4 °C.

2. Rentat en tampé cacodilat al 0,1 M (pH 7,1) amb 5 % de glucosa
durant 30 minuts a temperatura ambient.
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3. Fixaci6 amb 0sO, a 1'l % en la solucié6 anterior durant 1 hora
30 minuts.

4. Rentat, deshidratacié rapida amb etanol i inclusié en araldita.

5. Seccionament amb ultramicrotom Reichter OmU2.

6. Contrastat amb acetat d’uranil i amb citrat de plom.

7. Observacions amb els microscopis electronics Philips EM200 i
EM301.

OBSERVACIONS
Microscopia fotonica

L'espermatozoide madur ¢és una célula llarga de 120 1 i de 0,5 p de
gruix, d'aspecte fusiforme i rigid. Presenta un segment caudal d'unes
10 p de llarg lleugerament més prim que la resta del gameta. El cos
cellular és recorregut longitudinalment per una estructura fibrosa
que mostra una torsié patent. Hi ha 2 flagels implantats justament
entre el cos cellular i I'extrem caudal. No s’observa la preséncia d’acroso-
ma ni de cap altra estructura similar. _

El moviment flagellar és molt lent i els espermatozoides dels con-
ductes deferents quasi no es desplacen.

Microscopia electronica

Hom pot reconeixer 4 tipus d'espermatida perfectament diferenciats,
tant per llur estructura general com per llur corespondéncia amb fases
nucleals concretes. No obstant, les espermatides tenen el tret comu d’es-
tar unides sincicialment per mitja de ponts plasmatics notables.

Les espermatides més joves (I) ja son bastant diferenciades. El nucli,
en posicié polar, és més o menys esféric amb una cromatina d’aspecte
alveolar (fig. 1). L'aparell de Golgi té una aparenca que és tipica en
tot el procés espermiogenetic; en efecte, és voluminos i format per
gran quantitat de saculs molt proxims, els quals, en determinats sec-
tors, es densifiquen intensament (fig. 2). Aquests saculs semblen origi-
nar unes vesicules denses de 0,3 n de diametre formades per una mem-
brana fonamental que inclou una substancia granular clara i un
«nucli» esféric i excéntric molt dens. Les esmentades unitats que, en
gran nombre es difonen per tot el recinte plasmatic, proliferen durant
I'espermiogenesi. El condrioma és compost per petites mitocondries dis-
seminades pel citoplasma. Entre el nucli i la membrana plasmatica
meés distal es localitza una renglera de microtubuls disposats molt junts
en un sol pla (fig. 1).
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A les espermatides joves (II) s'inicia l'allargament cellular que
comenga pel citoplasma i, de moment, deixa intacte el nucli que sem-
bla com evaginar-se del gameta (fig. 3). Aquest organul manté la croma-
tina com a l'estadi anterior.

El caracter més manifest de la fase II és la formacié molt rapida
del complex caudal constituit pels dos flagels i per una prolongacio
estreta, llarga i distal anomenada apéndix caudal que es mantindra
practicament intacta durant la resta de l'espermiogénesi i en l'esperma-
tozoide (figs. 3 i 4). Aquest apéndix és format per una evaginacié plas-
matica refor¢ada internament per una densificacié en forma de cilin-
dre buit i una altra plana en disposicié diametral. Entre la densifica-
ci6 cilindrica i la membrana unitaria, i també a cada banda de la dia-
metral, hi ha sengles rengleres de microtubuls collocats molt proxims i
amb una torsié longitudinal més o menys helicoidal (fig. 5).

Aquests microtibuls sén connectats a un element en forma de tasco
que presenta diverses lamines denses i a cada costat d'aquell s'ubiquen
els corpuscles basals flagellars (fig. 8). En efecte, els flagels son implan-
tats oposadament un a cada banda de la zona de transicié del cos
cellular amb l'apéndix caudal. Els corpuscles basals sén obturats i
presenten lateralment una série de bandes denses que recorden un
arrel ciliar rudimentaria. El nucli esdevé conic en el sector caudal i
el vertex del con coincideix precisament amb aquesta complicada zona.

Els dos flagels tenen un axonema de composicio 9+1 (fig. 6), pero
amb la salvetat de que l'element central no és un microtibul siné una
densificacié d'uns 170 & de gruix. Al voltant d’aquest element, en sec-
cié transversal, s'observa una estructura en forma d’estrella de 9 pun-
tes. En consegqiieéncia, poden distingir-se tres zones en el complex axial:
l'apical, la intermédia i la cortical. En seccions longitudinals (fig. 7)
hom observa que la beina central o zona cortical (que mesura 430 &
de diametre) sembla estar composada per dos cordons de 150 A de
gruix mitjanament densos, disposats en sengles helices defasades 180°
i amb un periode d'uns 950 A. També es defineixen clarament els
radis axonematics. Els bragos de les subfibres A de les fibres perife-
riques semblen ésser tres: dos en direccié a la subfibra B de la fibra
immediata, com és habitual a la gran majoria d'axonemes, i un tercer
que quasi connecta l'esmentada subfibra A amb la membrana fla-
gellar per la zona més propera,

Les espermatides mitjanes (I11) es caracteritzen per l'allargament
del nucli dins la invaginacié formada en l'estadi precedent (fig. 9). La
cromatina es disposa en filaments longitudinals molt notables. Al
mateix temps, s'observa l'inici d'un embolcall de microtibuls corti-
cals® que s'estén al llarg de la célula, immediatament sota la mem-
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brana plasmatica, Segueix la proliferacié de vesicules denses per tot
el citoplasma, exceptuant la zona ocupada pel nucli.

Les espermatides madures (IV) tenen ja una gran longitud i el nucli
s'estén per quasi tota la celula, havent-se aprimat prou com per a per-
metre que les vesicules nucleades se situin entre ell i 'embolcall micro-
tubular (fig. 10). Els filaments cromatinics sén ara molt compactes.

Els espermatozoides séon celules ja lliures, molt llargues i estre-
tes. El nucli és més gruixut a la part anterior i cap l'extrem posterior
es fa progressivament més prim. En les seccions més cefaliques (fig. 11)
s'observa, de fora a dintre, la membrana cellular, una sola renglera de
microtubuls corticals compacta i disposada en helix de gran pas, la
membrana nucleal i el recinte del nucli ple de cromatina laminar
formant curioses imatges que recorden, a vegades, les empremtes
digitals. A nivells mitjans (fig. 12), a més dels elements citats, es veuen
mitocondries petites, normals i situades centralment; posant-se, per
tant, en una renglera parallela a l'eix principal. Les vesicules denses
continuen essent notables. A nivells caudals (fig. 13) el nucli és molt prim
i la cromatina encara és més compacta. A les seccions longitudinals de
les porcions mitjanes dels espermatozoides (fig. 14), les vesicules den-
ses es mostren amb una gran compacitat, puix es posen en contacte
tan estret que esdevenen poliedriques.

Discussio

La conformacié del contingut nucleal dels gamets de T. viridata tra-
vessa una série de fases notablement diverses. Es sorprenent que, mal-
grat aquesta complicaci6, la cromatina de l'espermatozoide madur no
sigui completament condensada. Aixd també ha estat observat en
altres turbellaris policladids per HENDELBERG (1975), el qual autor en des-
criu, tanmateix, ’helicoidalitzacié dels filaments cromatinics. En el cas
de Typhloplana pensem que la disposicié helicoidal de la cromatina
perd notorietat davant la condensacié lateral dels seus filaments, la qual
déna lloc a cintes de dimensions considerables (fig. 11) i a imatges
transversals ben curioses (fig. 12).

El condrioma es disposa, de preferéncia, prop del nucli i, tot essent
format per mitocondries petites, aquestes son moltes. HENDELBERG (1975)
atorga a aquesta disposicié una major facilitat per a l'ondulacié del
gameta de Cryptocelides loveni. Aquesta cellula necessita 'esmentada
facilitat per tenir els 2 flagels fermament adherits a tot el llarg del
cos. No obstant, en les nostres observacions de I'espermatozoide de
T. viridata no sembla que el cos cellular pugui tenir un moviment on-
dulatori continuat. El cert és que en un gameta molt modificat i com-
plex, el condrioma mostra una senzillesa sorprenent.
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La produccié de vesicules denses a partir dels saculs golgians espe-
cialment modificats és un fenomen interessant, si més no, per la gran
repeticio d'aquests elements. Cada unitat recorda, per la seva forma i
el seu origen, una vesicula proacrosomica amb el seu granul pre-
eminentment dens i acéntric. Aix0 mateix va fer notar HENDELBERG
(1975) a proposit dels espermatozoides dels policlads. Nosaltres afe-
gim que la gran produccié d’aquestes vesicules, juntament amb un
aparell de Golgi molt desenvolupat i particular, fa pensar en intents
repetits, per infructuosos, de formar I'acrosoma. Aquest fet, al costat de
les dades de BurToN (1967) 3% segons les quals els trematodes, pressump-
tes derivat filogeneticament dels neorabdocels, tenen espermatozoides
que fertilitzen lateralment els corresponents oocits, pot esser un punt
de partenca per a aprofundir sobre aquest tema. No hi ha dubte, per
altra banda, de la importancia de les consideracions filogenétiques que
de tot aix0d es podria treure.

L'axonema presenta una beina molt semblant a la trobada per THo-
MAs (1975) a Stvlochus zebra o per SILVEIRA (1974) a diferents turbel-
laris. Coincidint amb aquestes dues autores, pensem que es tracta d'un
element central envoltat helicoidalment per dos complexes fibrosos.
Traomas (1975), emprant una teécnica de digestiéo enzimatica, demos-
tra que cada un dels elements helicoidals de la becina exonematica és
constituit per un grup de 4 fibretes, 2 de gruixudes al mig de 2 de més
fines disposades helicoidalment a la superficie d'un cilindre de subs-
tancia mitjanament densa. Les nostres observacions no permeten de
corroborar aquestes dades, per0d corresponen amb la descripcié ge-
neral de SILVEIRA (1974).

La preséncia de tres bragos per cada subfibra A de l'axonema
també ha estat detectada per SILVEIRA (1974) a Geobia subterranea
amb una disposicié molt comparable a la trobada a T. viridata.

El que nosaltres no hem observat és la presencia de -glucogen als
axonemes, com troba l'esmentada autora'® a l'espermatozoide de Geo-
plana i de Dugesia.

Els microtubuls corticals ja sén prou coneguts per diferents treballs
sobre espermatozoides de cucs plans '3 %812 pero aqui atribuim l'ori-
gen del complex a la renglera microtubular que ja s’'insinua a les es-
permatides més joves entre nucli i membrana plasmatica.

Tampoc no s’han pogut trobar els elements densos que, segons
SILVEIRA (1974), connecten els microtubuls contigus de les regions del
cos cellular més allunyades dels axonemes. Podem concloure que a
T. viridata no n’hi ha.

L'apéndix caudal és un oOrgan que probablement confereix direc-
cionalitat al moviment de l'espermatozoide i donada la densa dispo-
sicié dels nombrosos microtibuls i el petit diametre de l'0rgan, pro-
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porciona una rigidesa adequada a una zona de la céllula on s’apliquen
les forces del batec flagellar.

La zona d’inserci6é dels axonemes té una complexitat manifesta que
recorda una implantacié ciliar més que no pas flagellar. En efecte, els
centriols obturats i les plaques denses que els acompanyen sén més
propies d’algunes céllules ciliades.

Comparant els processos espermiogenétics a nivell de microscopia
fotonica dels diferents cucs plans, hom veu que l'espermatozoide de
T. viridata es forma per simple allargament de l'espermatida jove.
En canvi, en altres grups com els Acels, d’'una espermatida jove com-
parable a la aqui descrita es passa a una espermatida madura que
dirigeix els flagels en sentit cefalic i aquests s’adhereixen a tot el llarg
del cos cellular. D’aquesta manera els flagels dels espermatozoides dels
Acels i de molts altres cucs plans perden llur independéncia del proto-
plasma.

D'aix0 es pot derivar que T. viridata té un espermatozoide de
model més primitiu que la resta de Platihelmints, puix als altres grups
del «phylum» incloent-hi molts trematodes i céstodes, els flagels han
sofert una modificacié que considerem de caire regressiu.

L'existéncia d'espermatozoides d'axonema 9+2 en certs acels sem-
bla una resta del tipus que podria ser l'original, donat que aquests ma-
teixos axonemes tenen una composicié 940 en la part proximal'.

Als trematodes i céstodes, ¢l nombre de flagels originari és de dos
i HENDELBERG (1970) considera que, si a vegades n’hi ha un de sol, ho és
per reduccié. També aquest mateix autor?, ha trobat turbellaris amb
un sol flagel, perd en aquest cas es tracta d’organismes parasits.

Per tant, i d'acord amb HENDELBERG” %, sembla adient concloure,
des d'un punt de vista filogenetic, que 'espermatozoide del platihelmint
arquetipic seria una célula biflagellada. Nosaltres hi afegim que tindria
axonemes amb dos microtibuls centrals (942). A partir d’aquest mo-
del, les exigéncies dels models de fertilitzacié dels platihelmints han
produit un ventall de formes: espermatiques relativament reduit puix que
malgrat ésser gametes complexes, la diversificacié é€s escassa a tot
el llarg del «phylumn».

RESUM

L’espermiogenesi de Typhloplana viridata presenta una seérie de ca-
racters peculiars. La célula germinal, que és practicament rodona, s’es-
tira fins donar un espermatozoide madur, prim i llarg (0,5 px120 ).
A 10 p, de l'extrem caudal s'insereixen ortogonalment els 2 flagels de
gameta. La cromatina passa d'una fase granulo-alveolar (per a les es-
permatides joves) a una disposicié en cintes cromosomiques molt com-



244 BARGALLO, LOPEZ-CAMPS, FONTARNAU, DURFORT, G. BOZZO

pactes (per als espermatozoides). El condrioma es modifica molt poc
donant un rosari axial de mitocondries petites. Un enorme dictiosoma
genera moltes vesicules denses que es distribueixen per tot el cos de
I'espermatozoide al voltant del nucli. Malgrat les nostres especulacions,
la funcié d’aquestes vesicules ens és desconeguda. L’apéndix caudal és
un organ post-flagelar estrany format per una evaginacié en la qual entra
la prolongacié de l'embolcall dels microtiibuls corticals que entapissen
interiorment la ce¢Hula. Es fan comparacions amb dades ultrastructurals
d’altres gametes de cucs plans i se'n treuen consideracions filogene-
tiques.
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F1c. 1. — Espermatida molt jove. Observeu la renglera microtubular (fletxa) origina-
ria del complex helicoidal de microtubuls. Les vores del pont plasmatic sén indica-
des per asteriscs.

Fi16. 2. — Aparell de Golgi d'una espermatida molt jove. Les densificacions marcades
per la fletxa son les que originen les vesicules denses (v).
FiG. 3.— Espermatida jove en seccid longitudinal mostrant l'apéndix caudal (ac).
Vegeu la ubicacié de: nucli (N), aparell de Golgi (G) i vesicules denses (v).

F16. 4. — Detall de l'extrem caudal de la imatge anterior. La seccié no interessa els

flagels, pero talla un dels corpuscles basals (cb) amb l'arrel corresponent. Hom pot

veure l'estriacié produida pels microtibuls arrenglerats (fletxa) a un costat del
nucli (N).

Fi16. 5. — Seccié transversal de l'apéndix caudal mostrant les densificacions cilindri-
ca i plana amb llurs microtubuls (mt).

Fi16. 6. — Seccid transversal d'un flagel. La fletxa assenyala els bragos externs. Tam-
bé pot observar-se el complex axial. Els components axials tenen menys densitat
electronica que els microtibuls i els bragos.

F16. 7. — Secci6 longitudinal d'un flagel (f) mostrant els dos cordons helicoidals des-
fasats 130° (fletxes).

F1c. 8. — Seccio obliqua de la zona d'implantacio flageHar. El nucli (N) conic és vo-

rejat per alguns microtubuls, El tall sols interessa l'apéndix caudal (ac) i una part

del flagel (f). El corpuscle basal (cb) és complex (vegeu text) i sota d'aquest es veu
el tasco dens (t).

F16. 9. — Seccidé longitudinal d'una espermatida mitjana. El tall no passa pel com-
plex caudal. La cromatina es disposa en filaments. Hi ha moltes vesicules denses (v).

F16. 10. — Seccié longitudinal d'una espermatida madura, La cromatina s’ha densifi-

cat encara més i els filaments s'uneixen donant cintes cromatiniques. El nucli (N)

ha sofert un gran allargament. Les vesicules denses (v) es disposen al voltant del
nucli.

F1G. 11. — Seccié transversal d'un espermatozoide per una zona molt cefalica. El pro-
toplasma és ocupat practicament pels microtubuls corticals (mt) forga aparents i
pel nucli que presenta la cromatina en forma de cintes.

F16. 12. — Secci6 transversal d'un espermatozoide per un nivell mitja. A més dels
elements descrits a la figura anterior, hom veu algunes vesicules denses (v).

F16. 13. — Seccid transversal d’'un espermatozoide per la zona caudal. El nucli (N) ha
reduit la seccié. Hi ha un element mitocondrial (M) ubicat centralment.

F1G. 14. — Seccid longitudinal d'un espermatozoide que mostra un nucli prim i dens
(N). Les vesicules denses (v) estan disposades de forma compacta.

ABREUJAMENTS

ac: apendix caudal
cb: corpuscle basal
flagel

aparell de Golgi
mitocondria
microtibuls
nucli

tascé dens
vesicules denses
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