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SUMMARY

Effects of lithium chloride treatment on early development
of Physa acuta (Mollusca Gastropoda)

The effects of LiCl treatment on early development of Physa acuta
have been studied. The main results are: a) LiCl treatment does not
produce head malformations on Physa acuta, b) the maximum sensitivity
period for LiCl treatment to cause exogastrulation is the late first
cleavage, whereas that to cause hydropic embryos is third cleavage.
Furthermore, since control embryos present similar malformations to
those obtained with LiCl treatment and since the former malformations
are mainly genetic, we suggest that LiCl may act as a phenocoping agent
on Physa acuta. Moreover, the study of hydropic embryos in Physa
acuta shows that some kind of cellular interaction between endoderm
and ectoderm is necessary for the development of the shell gland.
Nevertheless, the competent ectoderm seems to be restricted to the
post-trochal region. We suggest also that this cellular interaction must
be of the Holtzer's permissive class.

INTRODUCCIO

Els efectes del LiCl en el desenvolupament de Physa no han estat
mai estudiats, contrariament al que passa amb Lymnaea- (GEILENKIR-
CHEN, 1967, i VERDONK, 1965). En aquest darrer gasteropode, el LiCl
produeix cinc graus de desgavell en el desenvolupament, els quals sén
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similars als produits per «shocks» térmics (VERDONK i DE GrooT, 1970):
morts de primer periode, morts de segon periode, exogastrules, malfor-
macions anespecifiques i malformacions cefaliques (GEILENKIRC HEN, 1964).

Nosaltres hem estudiat l'efecte del LiCl en el desenvolupament pri-
merenc de Physa acuta i hem trobat quasi les mateixes malformacions,
perd amb algunes diferéncies. Aixi, per exemple, de malformacions cefa-
liques no n'apareixen mai i en canvi n’hi ha una altra tipicament present:
els embrions hidropics. També s’han utilitzat aquests embrions hidro-
pics per estudiar la possible interaccié entre I'’endoderm i l'ectoderm
en apareixer la glandula de la closca. Aquesta possibilitat va ésser sugge-
rida per RAVEN (1952) primer en Lymnaea stagnalis, i després aquest
autor i Hess (1956 a-b, 1962) la van extendre per a la resta de gastero-
podes, tot considerant-la una veritable induccid.

Malgrat que és ben conegut que el LiCl causa malformacions en el
desenvolupament, el seu mode d’'acci6é és encara incert i no es disposa
encara d'idees clares al respecte. Aixi, per exemple, a més a més de la
inhibicié ja coneguda del Li+ sobre alguns enzims mitocondrials, cosa
que influeix sobre el metabolisme energétic, darrerament s’esta fent eém-
fasi sobre I'accié del Li* en el metabolisme de les proteines, ja sigui a
nivell de traduccié o bé estabilitzant certes ribonucleoproteines preexis-
tents a l'ou. (Per una revisié del problema, vegeu LALLIER, 1964, i WALL,
1973.) Tanmateix, a Lymnaea s’ha demostrat que el LiCl no penetra a
I'interior de l'ou i que, per tant, exerceix la seva accié primaria en el
cortex d'aquell (ELBERS, 1969). Malgrat que no hi ha estudis semblants
per Physa, cal pensar que en aquest cargol el LiCl tampoc passa la bar-
rera del cortex, ja que aquestes dues families de basomatdfors sén molt
semblants.

MATERIAL T METODES

El material utilitzat han estat embrions de Physa acuta var. subopaca
i la técnica emprada la de GEILENKIRCHEN (1967), la qual consisteix en
posar les capsules, un cop eliminat el mucus fent rodolar les postes sobre
un paper de filtre humit, en LiCl 5x 10-2M a la fase del desenvolupament
desitjada, durant dues hores a 6 °C, per tal d’alentir el desenvolupament.
Després es van rentar les capsules amb diversos canvis d'Holtfreter 1/2
0 1/4 esterilitzat per filtracié amb Millipore, per tal d’eliminar completa-
ment el LiCl. Es mantenien en aquest medi durant dues hores més a 6° C
i es posaven després a 20-25°C. Alhora, i sempre que fou possible amb
capsules de la mateixa posta, es van realitzar dos controls paralels, un
d’ells sotmés durant quatre hores, a 6°C i després a 20-25° C (replica) i
un altre a 20-25°C des de bon comengament (control). El desenvolupa-



Clau de simbols de les figures

br, borsa de la radula; b, boca; cl, closca; ec, estoderm; en, endoderm; gc, glandula
de la closca; mv, massa visceral; p, peu.

Fi1c. 2.— Tall sagital d’'un embrié hidropic de Lymnaea stagnalis. Verd de metil-
pironina. 100 X.
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FiG. 3. — Tall transversal d'una malformacio anespecifica de Physa acuta. Hematoxilina
de Heidenheim-eosina. 50 X.

FIG. 6. — Tall sagital d'un embrié hidropic de Physa acuta mostrant el contacte entre
I'endoderm i la glandula de la closca. Hematoxilina de Heidenheim-eosina. 160 X.
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ment va ésser seguit diariament fins que els controls van arribar a la fase
d'Hippo (VELa, 1980).

Els embrions hidropics i les exogastrules es van tenyir bé per im-
pregnacid argentica in toto (VELA, 1980), o bé amb hematoxilina de Hei-
deheim-eosina (o eritrosina) o verd de metil-pironina, després de fixar-les
amb Zenker.

REsuLTATS

Primer cal fer una revisié dels tipus de desgavells del desenvolupa-
ment produits pel LiCl. Aquests son:

a) Morts de primer periode. — Sén embrions morts abans de la gas-
trulacié, pero sense que els blastomers hi siguin desenganxats. De vegades
també els anomenen clivellaments anormals.

b) Lisats.— Es un tipus de mort de primer periode que es caracte-
ritza per presentar els blastdbmers desenganxats i perfectament arrodo-
nits. Malgrat que els autors holandesos inclouen aquest tipus de malfor-
macié en el suara esmentat, nosaltres hem preferit de separar-ho a
causa de les seves caracteristiques propies.

c) Exogastrules.— Sén embrions amb una gastrulacié esguerrada que
ha provocat que I'endoderm romangui sense invaginar. A Physa les exo-
gastrules es caracteritzen perqué l'endoderm és pluristratificat. Talment
com a les exogastrules de Lymnaea, en les exogastrules de Physa no es
diferencia cap organ embrionari tipic (glandula de la closca, sac de la
radula, etc.) (VELA, 1980) (fig. 1).

d) Hidropics. — Aquest desgavell és inclos pels autors holandesos
dintre de les malformacions anespecifiques, perd nosaltres ens hem esti-
mat més de treure’l perqué és prou caracteristic en si mateix. S6n em-
brions ja gastrulats perd que es presenten inflats i sense diferenciar-se
més enlla de la fase de trocofora (fig. 2).

e) Morts de segon periode. — Sén embrions morts després de la gas-
trulacid, en l'estadi de trocofora.

f) Malformacions anespecifiques.— S6n una munié de desenvolu-
paments esguerrats que es manifesten en l'estadi d'Hippo. Poden afectar
la massa visceral, la closca, el peu, etc. (fig. 3).

Els tractaments amb LiCl foren fets durant les primeres divisions de
clivellament i els resultats es donen a la taula 1. També han estat repre-
sentats a la figura 4, on s'observa que el maxim de produccié d'exogas-
trules esta en la fase de dues ceéHules malgrat que sembla haver-n’hi un
altre de més petit a la fase de vint-i-quatre céHules. Per més claredat, el
primer pic s’ha subdividit en els estadis de clivellament de RAVEN (1946)
i s’observa que el maxim esta en els estadis 6-9, és a dir, a les acaballes
del primer clivellament (fig. 4-B).



Taura 1. Resultats dels tractaments amb LiCl. (Els valors vénen indicats en tants per u, amb el seu error).
Periode Tractament n Morts I Lisats Exogast. Hidrop. Mal. anesp. Normals
Ou sense
clivellar LiCl 51 0.0196+0.0194 0.3921+0.0683 0.1568+0.0509 0.0980+0.0416 0.3333+0.0660

Réplica 38 0.0789+0.0437 0.0526+0.0362 0.0789+0.0437 0.7894+0.0661

Control 40 0.0250+0.0246 0.1250-+0.0522 0.1250+0.0522 0.1250+0.0522 0.1250+0.0522 0.3500+0.0754
2 cel. LiCl 60 0.0333::0.0231 0.1000+0.0387 0.8666-+0.0438 _—

Réplica 62 0.0645+0.0311 0.1935+0.0501 0.0483+0.0272 0.0806+0.0345 0.6120+0.0617

Control 53 0.0754+0.0362 0.0943+0.0401 0.i132+0.0435 _— 0.0566+0.0317 0.2452+0.0530 0.41500.0676
4 cel. LiCl 42 0.2619+0.0678 0.2619+0..0678 0.2857 - 0.0697 0.0476+0.0328 0.1428+0.0539

Réplica 64 0.2187+0.0516 0.0625+0.0302 0.2343+0.0529 0.4843+0.0624

Control 40 0.0750+0.0416 0.2000+0.0632 0.05000.0344 0.0250+0.2468 0.6500+0.0754
8 cel. LiCl 85 0.0315+0.0179 0.0210+0.0147 0.2526+0.0445 0.2736+0.0457 0.0421-0.0206 0.0105+0.0104 0.3684 +0.0494

Réplica 48 0.0212+0.0210 0.0425+0.0294 0.0272 +0.0400 0.0851+0.0407 0.8297+0.0548

Control 43 0.0232+0.0209 0.0232+0.0229 _ 0.0930+0.0442 0.0232+0.0229 0.8372+0.0562
12 cel. LiCl 8 0.2500+0.1530 0.5000+0.1767 0.25000.1530

Réplica 7 _ 1.0000 +0.0000

Control 16 _— 1.0000 = 0.0000
16 cel. LiCl 12 0.1666+0.1075 0.2500+0.1250 0.3333+0.1360 0.0833:0.0797 0.1666+0.1075

Réplica 3 0.3333:0.2721 0.6666+0.2721

Control 8 _— R — 1.0000 = 0.0000
24 cel. LiCl 8 e 0.5000+0.1767 —_— 0.5000+0.1767

Réplica 6 _ 1.0000 +0.0000 _

Control 5 —_— P S — 1.0000 +0.0000
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F16. 4. — Distribucio dels percentatges de malformacions segons el moment de trac-
tament amb LiCl. En A, es representen totes les malformacions, i les ordenades sén
percentatges i els abscisses nombre de celules. En B, s’han desglossat els percen-
tatges d'exogastrules segons les fases de clivellament de Raven pels periodes de dues
i quatre celules. Exogastrules (—e——), morts —I (clivell. anorm.) (— —O— —),
lisats (...0J...), hidropics (— —{— —), malformacions anespecifiques (— A—).

Per tal d'estudiar estadisticament els efectes del LiCl, hem fet un test
d’homogeneitat per a cada tractament, des de la fase d'una ceélula a la
de vuit ceéHules, comparant els resultats dels tractaments i el de la réplica
coresponent. Aquests tests d’homogeneitat donaren: a) fase d'una ceHula,
X2=18.179, g.ll.=2; b) fase de dues ceHules, X2=72.917, gll.=2; ¢) fase de
quatre célules, X?=16.704, g.ll.=3; d) fase de vuit celules, X?=29.169,
gll.=2. En tots els casos, el valor de la X? superava el valor tabulat
(¢e=0,05), per la qual cosa hem d’acceptar I'H; i rebutjar I'H,, és a dir,
hi ha diferéncies significatives entre els embrions tractats amb LiCl i les
repliques.

S’ha fet també un altre test d’homogeneitat comparant els resultats
de les repliques i dels controls: X?=14.231, g.ll.=4. En aquest cas, el va-
lor de X? trobat és també més gran que el valor tabulat (¢=0,05). Aixo
ens porta a deduir que hi ha diferéncies significatives entre les répliques
i els controls, o dit altrament, que la temperatura baixa influeix sobre el
desenvolupament. Nogensmenys, ja que la diferéncia entre aquesta X2 i
el valor tabulat és molt més petita que en els casos anteriors (per exem-
ple, es podria acceptar I'H; amb ¢=0,001), i com que l'estadistica mostral
és una aproximacid al teoric, podria esperar-se que amb mides mostrals
més groses s'obtinguessin valors de X? inferiors als tabulats (¢=0,05).
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A més a més, hi ha dues indicacions notables a fer respecte als resul-
tats dels tractaments amb LiCl. En primer lloc, la preséncia de desenvo-
lupaments esguerrats a les repliques i controls. D'altres experiments no
consignats aqui (VELA, 1981) han demostrat que aquestes malformacions
que es presenten espontaniament als desenvolupaments intractats, tenen
un fort component geneétic. A més, l'etiologia d’aquestes malformacions
és la mateixa en els embrions tractats amb LiCl i en els no tractats (fig. 5).

D’altra banda, en els embrions hidropics estudiats, la glandula de la
closca sempre apareix en el contacte de I'endoderm i l'ectoderm postro-
cal, ja sigui aquest endoderm part del tub intestinal o bé celules esquei-
xades de la massa endodermica. Tanmateix, també s’han pogut detectar
alguns casos (quatre en total) de duplicacié de la closca. També en
aquests casos es respecta el contacte entre l'endoderm i les dues clos-
ques (figs. 6-7).

F16. 5. — Comparacié d'un embrié hidropic obtingut per tractament amb LiCl a la
fase de vuit ceHules (A) i un altre obtingut per encreuaments consaguinis (B). 100 X.

F16. 7. — Cas de duplicacié de la glandula de la closca en un embrié hidropic de
Physa acuta. Vegeu com es manté el contacte entre céHules de I'endoderm i les dues
closques. 100 X.
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Discussio

Entre la gamma d’efectes obtinguts amb LiCl a Physa acuta, la prin-
cipal diferéncia amb els obtinguts per «shock» térmic o tractament sem-
blant a Lymnaea stagnalis (VERDONK i DE GR0OT, 1970, i GEILENKIRC HEN,
1967), és l'abséncia de malformacions cefaliques. Certament, segons
aquests autors, els periodes de maxima sensibilitat per a la produccié
d’aquest tipus de malformacié és a les 1,5 hores i 6-7,5 hores després
del tercer clivellament pel que fa al «shock» térmic, i a les 1,7 hores i
8-12 hores després del tercer clivellament pel que fa al tractament amb
LiCl, mentre que nosaltres hem estudiat periodes més primerencs del
desenvolupament. Nogensmenys, les poques dades que tenim d’aquestes
fases (12-24 cellules), no indiquen la-preséncia de malformacions cefali-
ques, i d'altra banda, GEILENKIRCHEN (1967) reporta percentatges signi-
ficatius (10 % en el primer clivellament) d’aquesta malformacié en fases
del desenvolupament semblants a les estudiades per nosaltres. Es, doncs,
dubtés que el LiCl pugui provocar aquest tipus de malformacié a Physa
acuta.

Pel que fa al periode de maxima sensibilitat al LiCl, GEILENKIRC HEN
(1967) el situa entre la profase del segon clivellament i la profase del
tercer clivellament, prenent com a index la maxima produccié d’exogas-
trules i morts de primer periode. Les nostres dades no mostren en pri-
mer lloc la correlacié trobada per GEILENKIRCHEN entre exogastrules i
morts I; i d’altra banda situen el periode més sensible de produccié
d’exogastrules a l'estadi de dues cellules. Tanmateix, en separar les dades
en les diferents subfases d'aquest periode, apareixen com a moments més
sensibles les fases 6-9 de RaveN, durant les quals els dos blastomers estan
en la profase del segon clivellament. A més, a la fase 10-12 hi ha un
64,70 % d’exogastrules; per tant, podem suposar que a Physa acuta el
periode de maxima sensibilitat al LiCl és solament un xic anterior i més
curt que el trobat a Lymnaea stagnalis.

Respecte a l'aparicio de malformacions en el desenvolupament sense
tractar, el fet que siguin idéntiques a les trobades en el tractament amb
LiCl i «shocks» térmics suggereix que el tractament amb LiCl podria
actuar realment, produint fenocopies de gens que actuen en el desenvo-
lupament de Physa, atés que, com es va demostrar en un altre lloc (VELA,
1981), aquestes malformacions espontanies tenen una forta component
genetica. (Es pot veure també, VERDONK, 1973))

Caldria recordar ara els criteris proposats per GoLbSCHMIDT (1938),
respecte a les variables que influeixen en la produccié de fenocopies:
a) hi ha un estadi concret del desenvolupament com a més adient per a
produir unes determinades fenocopies amb un determinat tractament;
b) els resultats depenen del temps d’exposicié al tractament; c¢) els re-
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sultats depenen de la intensitat del tractament, i d) els resultats depenen
de la condicio genetica del material.

D’'aquests quatre criteris, el primer es compleix plenament en els
tractaments amb LiCl per a quasi totes les malformacions, perque, per
exemple, la produccio d’exogastrules té un maxim ben definit (fase de
dues celules) i d’altres malformacions com els embrions hidropics tam-
bé (fase de vuit cellules). El segon i tercer criteris es pot dir que també
es compleixen, perque la resposta és especifica del temps que dura el
tractament i de la concentracié de LiCl, ja que malgrat que nosaltres
nomeés hem utilitzat un sol temps i una sola concentracio, els resultats
obtinguts a Lymnaea pels autors holandesos variant aquests factors abo-
nen aquesta idea. El quart criteri és més dificil de provar atés que man-
quen encara linies gencticament pures per un o diversos caracters que
intervinguin en el desenvolupament; tanmateix, és un punt comprovable
a curt termini.

D’altra banda, és molt dificil ara com ara d'esbrinar el mecanisme
d’acci6 d'aquest efecte fenocopiador. Tanmateix, si acceptem la hipotesi
de WaLL (1973), podriem pensar que el LiCl actua sobre certes ribonu-
cleoproteines del cortex de l'ou interferint sobre l'expressié de determi-
nades vies morfogenetiques.

Finalment, pel que fa a la glandula de la closca, RAVEN (1952) i
HEess (1956 a-b, 1962) van proposar que era induida en contactar 1'endo-
derm amb I'ectoderm. Els nostres resultats mostren que les exogastrules
mai no presenten glandula de la closca, mentre que en molts embrions
hidropics n’hi ha una precisament en el contacte d’ambdues fulles blas-
todérmiques o bé de céMules esqueixades de l'endoderm i l'ectoderm.
També els embrions normals presenten sempre aquest contacte (VELA,
1980).

A més a més, els casos observats de duplicacié de la glandula de la
closca sempre presenten contactes entre aquestes i céHules de l'endo-
derm. Es, doncs, raonable de suposar que a Physa la glandula de la closca
necessita també del contacte amb l'endoderm per a apareixer. Nogens-
menys, mai no hem pogut observar casos com els descrits per RAVEN
(1952), en els quals apareixen glandules de la closca en la regi6 pretrocal,
siné que sempre n'apareixen en la regié post-trocal, que és la zona de
I'ectoderm que normalment en ddna.

Tot aix0 ens fa pensar que 'ectoderm competent per a produir glan-
dula de la closca ha d'estar reduit a la regié post-trocal de l'embri6,
almenys pel que fa a Physa. Tanmateix, una anlisi similar d’embrions
hidropics de Lymnaea stagnalis que va donar resultats similars, junta-
ment amb l'aplicacié dels criteris de HoLTZER sobre els tipus d’interaccio
celular al desenvolupament (VELA, 1981), ens porta a deduir que la inter-
accié cellular que acompanya l'aparicié de la glandula de la closca ha
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d’ésser del tipus permissiu i no de l'instructiu. Es a dir, no es tracta
d'una veritable induccié siné que la informacié per a produir aquest
organ embrionari ja esta localitzada a I'ectoderm post-trocal i la interac-
ci6é amb I'endoderm solament és necessaria per aportar-hi alguna condicié
indispensable perque s'expressi aquella informacio.
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