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RESUM

El seguiment del fenomen de l'imposex (aparicid de caracters masculins en les femelles a
causa de la presencia del tributilestany (TBT) a l'aigua del mar) ha estat estudiat durant on-
ze anys, de 1999 a 2008, en el gasteropode Bolinus brandaris, capturat principalment a la lo-
calitat de St. Carles de la Rapita. Durant els primers set anys es van trobar anomalies ana-
tomiques en més d'un 90 % dels casos, malgrat les normes dictades per la Conselleria de
Medi Ambient a partir de 1990 per evitar aquesta contaminacid. Anatomicament, es van
observar petites diferencies entre els conductes deferents i el penis del mascle respecte als
de la femella. En els darrers tres anys aquest fenomen ha disminuit, i practicament ha des-
aparegut en els exemplars procedents de St. Carles de la Rapita.
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THE IMPOSEX PHENOMENA: STUDY AND EVOLUTION IN Bolinus brandaris

SUMMARY

The present work represent a case study of the evolution of the imposex phenomena
in the Mediterranean sea. The presence of males secondary sexual characters in females
caused by the TBT pollution of the sea water has been monitored during the last 11 years
in the gastropod Bolinus brandaris, a commercially exploited neogastropod species with a
distribution area extending along the whole Mediterranean sea and nearby Eastern At-
lantic coast. The provenience of the monitored animals were from St. Carles de la Rapita
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(Tarragona, Northeast coast of Spain). During the first seven years, females with imposex
made up more than 90% of the population, in spite of the application of restrictive laws
prohibiting the extensive usage of antifouling paints with TBT. The results of the study re-
veal the existence of some differences among functional males and imposex affected fe-
males in the histology and ultrastructural organization of the penis and vas deferent. The
results also show a trend in the decrease of the percentage of females exhibiting imposex
in the last three years. Besides, available data from the present year point to its almost com-

plete disappearance in St. Carles de la Rapita.
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INTRODUCCIO

En els cascos dels vaixells marins és ha-
bitual I'acumulacié d’organismes: bacteris,
protozous, algues, briozous i moHuscs, en-
tre altres. Normalment es reprodueixen a
gran velocitat i provoquen la corrosié de la
zona poblada, aixi com un excés de pes que
podria arribar a alentir la velocitat del vai-
xell. Els fenicis ja idearen fer recobriments
amb coure, la qual cosa es va utilitzar fins
a finals del segle xvii, quan van apareixer
els primers vaixells fets de ferro (abans no-
més es feien amb fusta), i es van fer prova-
tures amb la finalitat de pintar aquestes es-
tructures amb aliatges de diferents metalls,
amb predileccié pels de coure. Més tard,
s’hi afegiren pintures que tenien estany, i
aix0 donava un resultat aparentment més
escaient, més eficient (Quintela Sanchez,
2002).

Des de la década dels setanta, els pesca-
dors d’Arcachon (Franga) comencaren a de-
tectar el decreixement de la poblacié d'os-
tres i d’altres especies de molluscs marins,
com Nucella lapillus, de les costes angleses, a
la decada dels vuitanta. Per fi es va compro-
var que en aquest fenomen estaven impli-
cades les pintures antifouling dels vaixells,
preferentment el tributilestany (TBT) que,
justament a causa de la presencia de l'es-
tany, alterava el sistema endocri dels mol-
luscs marins, i afectava principalment les

hormones femenines; apareixien organs se-
xuals masculins, com el conducte deferent
i el penis en les femelles, i aix0 provoca-
va esterilitat (Bryan i Gibbs, 1991). Aquesta
esterilitat era deguda al fet que el conduc-
te deferent tapa la papilla genital femeni-
na i bloqueja la vulva, i impedeix tant la co-
pulacié com la posta d’ous (Ramoén i Amor,
2001).

Les concentracions del tributilestany
(TBT) de l'aigua de mar estan molt relacio-
nades amb el grau de desenvolupament de
I'imposex, fins al punt que s’han pogut esta-
blir quocients TBT/grau imposex, per la qual
cosa és un bon indicador de la contamina-
cié de les aigiies, i aquesta es pot quanti-
ficar en funcié del desenvolupament dels
organs masculins que presenten les feme-
lles (Gibbs et al., 1998; Oehlmann et al., 1992;
Stroben et al., 1992).

MATERIALS I METODES

Durant un periode d’'onze anys (de 1997 a
2008) hem fet un seguiment de la presencia
d’imposex en exemplars procedents de dife-
rents punts de la costa catalana, principal-
ment de Blanes i de St. Carles de la Rapita.
En els darrers tres anys ens hem centrat en
l'estudi dels exemplars procedents de St.
Carles de la Rapita. El seguiment s’ha fet
durant els mesos de primavera, principal-
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ment abril i maig, época en que la majoria
dels exemplars ja son sexualment madurs.

Els individus van ser anestesiats amb
7,67 g de MgCl, en 93 ml d’aigua destillada
amb 93 ml d'aigua de mar, de manera que
es va obtenir una solucié de MgCl, isotoni-
ca amb l'aigua marina.

Una vegada anestesiats es van mesurar
diferents parametres externs de la closca,
que posteriorment es va trencar, amb el cos
de I'exemplar al descobert; llavors es va fer
I'estudi anatomic del penis i del conducte
deferent de les femelles a fi d'observar el
grau d'imposex. Aquestes parts van ser tot
seguit processades per a l'estudi amb mi-
croscopia optica i electronica (SEM i TEM).

Per a la fixacid es va seguir el protocol de
rutina: doble fixacié amb glutaraldehid al
2,5 % tamponat amb PBS 0,1 M, a pH 74 a
4 °C durant dues hores; després d'un rentat-
ge de trenta minuts en la solucié tampona-
dora es va fer la postfixacié amb tetraoxid
d’osmial'l %, igualment preparat amb PBS,
apH741ia4 °C durant una hora. Després
d'una acurada deshidratacié amb acetones
de graduacid ascendent es van incloure les
mostres amb la reina Spurr (1969). Els talls
semifins de control es van tenyir amb blau
de metile a1'1% preparat amb borax al 10 %.
Els talls ultrafins es van obtenir amb un Ul-
tracut (Reichert), i es van contrastar rutina-
riament amb acetat d'uranil i posteriorment
amb citrat de plom, preparat segons la tec-
nica de Reynolds (1963). Les mostres a es-
tudiar amb el microscopi de rastreig es van
recobrir unes amb carboni i altres amb or.

Les observacions es van fer amb micros-
copis electronics de transmissié i de ras-
treig, respectivament: un Hitachi 600 dels
Serveis Cientificotecnics de la Universitat
de Barcelona i un Hitachi 570 de I'Institut de
Ciencies del Mar (CSIC, Barcelona).

RESULTATS I DISCUSSIO

De la gonada de B. brandaris, protegida
per la cloaca, surten els corresponents con-
ductes que realitzaran la funcié de la con-
duccié dels gametes i la copulacio. Els or-
gans destinats a tals efectes acaben a la
regid cefalica de I'individu, concretament a
l'esquerra del tentacle dret (vegeu les figu-
res 11i2).

Com s’ha dit a la introduccid, es distingei-
xen diversos graus d’imposex, segons el grau
de desenvolupament dels caracters mascu-
lins en les femelles, que es podrien catalo-
gar, segons Fioroni et al. (1991), en:

— Grau 1: absencia de penis. Només un
bocinet de conducte deferent.

— Grau 2: el vas deferent s’acosta a l'ori-
fici de la vagina i entra en contacte directe
amb l'aparell genital femeni.

— Grau 3: petit penis sense conducte.

— Grau 4: penis amb un conducte penia
curt que acaba en un cul-de-sac.

— Grau 5: el conducte penia contacta amb
el vas deferent.

— Grau 6: el vas deferent, llarg, comunica
amb el conducte penia i connecta amb 'ori-
fici genital fement.

ESTUDI MACROSCOPIC

En el nostre cas, i com hem mencionat,
al llarg d’onze anys hem pogut diferenci-
ar dos periodes en el grau de desenvolu-
pament de l'imposex. Fins a 'any 2003 vam
trobar un desenvolupament considerable.
Quantificant aquesta anomalia anatomica
tenim els resultats segiients, seguint la clas-
sificacié esmentada de Fioroni ef al. (1991),
la més admesa internacionalment:

— Grau 1: 3 %.

— Grau 2: cap.

— Grau 3: 4 %.

— Grau 4: 92 %.
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Només un 1 % no va presentar cap ano- dar alterada l'oogénesi (Amor et al., 2001).
malia (Amor et al., 2003). En tots els casos, Per tant, no va haver-hi perill d’extincié
tant la copulacié com la posta va ser via- d’aquesta espeécie a la costa mediterrania, a
ble (Ramoén i Amor, 2001) i no en va que- diferencia del que passa amb altres especi-

FIGURES 1-6. Vista macroscopica de I’aparell reproductor masculi de Bolinus brandaris al
cap, on es troben els organs copuladors. La figura 1 ens mostra el penis (fletxa) i el conduc-
te deferent (asterisc). A la figura 2 es pot observar la disposicio del penis (fletxes), situat a
la dreta del tentacle dret (asterisc). Les figures 3, 4, 5 1 6 ens mostren diversos estadis del
desenvolupament de Iimposex en la femella observats amb SEM. Les figures 3 i 4 mostren
un grau 3 d’imposex i les figures 5 i 6 'imposex en grau 4. p: penis; pp: esbos de penis; vd:
conducte deferent; ob: obertura vaginal.
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es de gasteropodes (Gibas et al., 1988). Re-
cordem que aquesta especie té un gran va-
lor gastronomic i, per tant, comercial.

ESTUDI MICROSCOPIC
I ULTRAESTRUCTURAL

Microscopia optica. Segons les nostres
observacions, la llum, tant del conducte de-
ferent com del penis masculi, és més gran
que la de la femella (250-300 pm i 50 pm).
Aquesta llum és recoberta per una mucosa
amb un epiteli prismatic ciliat i amb algu-

es conserva fins a arribar al penis; en la fe-
mella apareix una banda de teixit conjun-
tiu entre aquesta musculatura i la capa més
externa (vegeu les figures 7, 8 i 11). En tots
dos casos, la part externa també presen-
ta una mucosa (vegeu les figures 8, 9, 10 i
11) (Amor et al., 20034, b). Concretament, en
el penis masculi és freqiient trobar semen
(vegeu la figura 8), i presenta espermato-
zoides tant del tipus eupire com de l'apire
(Amor i Durfort, 19904, b). Finalment, cal as-
senyalar el fet que en el penis masculi, on
si que hi ha abundant teixit conjuntiu en-
tre la musculatura llisa que envolta el go-

noducte i la musculatura externa, es detec-
ta la preseéncia de nervis (vegeu la figura 9)
i espais hemolimfatics, a fi de facilitar la

nes glandules mucoses (vegeu les figures 7,
8,9, 10, 11 i 12). Aquest conducte esta envol-
tat per musculatura llisa, que en el mascle

FIGURES 7-12. Figura 7. Tall transversal del conducte (C) del mascle a nivell alt, és a dir, a prop del testicle, amb la mu-
cosa del conducte amb Uepiteli ciliat (fletxes) (MO). Figura 8. Tall transversal baix del conducte deferent del mascle (C).
S’hi pot veure tot envoltat d’'una musculatura llisa (ml), seguint la seva mucosa interna revestida per un epiteli ciliat (flet-
xa). Es pot veure teixit adipos (asterisc) de la massa visceral, aixi com un revestiment extern format per la mucosa del
mantell (M), formada per epiteli ciliat i céllules mucoses (MO). Figura 9. Imatge de microscopia optica d’un tall trans-
versal del conducte deferent de la femella amb nivell 3 d’imposex (C). Es pot observar el grau de desenvolupament me-
nor que en el cas del mascle, encara que la seva mucosa interna esta revestida tamb¢é per un epiteli ciliat (fletxa). Exteri-
orment, també esta revestit per la mucosa del mantell que, igual que en el mascle, és ciliada (M) i amb céllules mucoses
(ms). Figures 10, 11 i 12. Estudi comparatiu de talls microscopics del penis femeni (figures 10 i 11) respecte al masculi
(figura 12). Noteu que en tots dos casos el conducte intern (C), esta revestit per un epiteli ciliat (fletxes), pero la seccio
és diferent: més rodo en el cas del penis femeni (figura 10) que no pas en el masculi, que presenta forma ovalada (figu-
ra 12). En tots dos casos, es mostra una musculatura llisa (ml), aixi com teixit alveolar (asteriscs). Noteu la preséncia de
nervis (n) al mig de la musculatura llisa del penis masculi, que no apareixen en el femeni.
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copulacio, que no s'observen en la femella
(Amor, 1987).

Microscopia electronica. Les diferencies
cellulars més notables les trobem en l'epi-
teli de la mucosa del gonoducte. Aixi, tro-
bem que el nombre de cilis és més irregular
en les femelles (més o menys dos cilis per
1 pm de seccid) que en els mascles, en que,

a part de ser més nombrosos, no tenen un
valor per secci6é constant al llarg del con-
ducte. En tots dos casos, aquestes cellules
presenten microvilli (vegeu la figura 16) i la
proporcid dels mateixos entre mascles i fe-
melles també presenta diferencies (Amor et
al., 2003a). També s'observa que, aixi com
les membranes plasmatiques laterals entre

FIGURES 13-16. Figures 13 i 14. Estudi comparatiu ultraestructural de les c¢llules epitelials dels conduc-
tes del penis femeni (figura 13) respecte del masculi (figura 14). Noteu que la gran diferéncia es presen-
ta a la part basal de la c¢llula. La ceéllula en la femella té una lamina basal poc desenvolupada (figura 13),
ino presenta cap invaginacié. En canvi, la lamina basal (LB) de les cellules dels exemplars masculins (fi-
gura 14) esta molt més desenvolupada, i el citoplasma esta practicament ple de replegaments de la mem-
brana plasmatica basal (m). A causa dels augments, en aquest cas no apareixen els nuclis, que si que es de-
tecten a la figura 13 (N) pero que, en realitat, serien molt semblants en aquest cas. Figures 15 i 16. Nuclis
(N) de I’epiteli femeni, que apareixen en ocasions, amb patrd de cromatina molt peculiar (asterisc). C: es-
troma conjuntiu; c: bilis de la [lum; L: llum; LB: lamina basal; mp: membrana plasmatica que separa du-

es cellules contigiies.
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dues cellules veines son rectilinies i la la-
mina basal no esta gaire desenvolupada en
les femelles (vegeu la figura 13), en els mas-
cles la lamina basal esta molt desenvolu-
pada i les membranes contigiies entre du-
es cellules presenten grans invaginacions.
A la part basal és on es detecta la presén-
cia de gran nombre d'organuls citoplasma-
tics, com és habitual en les celules en que
hi ha gran activitat d'intercanvi (vegeu la fi-
gura 14). Finalment, i com a cosa molt cu-
riosa, cal assenyalar que, alhora que el pa-
tré de distribucio de la cromatina nuclear
en molts casos és semblant en els dos sexes,
alguns nuclis de les cellules de la mucosa
femenina presenten una distribucié de la
cromatina forga particular, molt irregular i
d’aspecte inconfusible (vegeu les figures 15
i 16) (Amor et al., 2007).
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