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DADES ULTRASTRUCTURALS DE LES GLANDULES DE LA CLOSCA
DE CHIROCEPHALUS DIAPHANUS (CRUSTACEA: PHYLLOPODA) *

E. Ribes ** Rebut: juliol 1981

SUMMARY

Morphological study of the shell glands of Chirocephalus diaphanus
(Crustacea: Phyllopoda)

Some morphological aspects of the shell glands of Chirocephalus diaphanus are des-
cribed. These glands, which are of the acinous type and attached to the external wall of
the uterus, are constituted by a great number of elementary glandular units formed by
the juxtaposition of two big secretory cells. These, of about 55 pm in diameter, present
an ovoid nucleus whose diameter is approximately 20 pm and contain several nucleoli
and abundant evenly distributed chromatin. The position of the nucleus varies along the
secreting cycle, being basal or central according to the load of secreting granuli contained
in the cell. In the cytoplasm, particles of B-glycogen and a large amount of ribosomes are
noticed, as well as a very well developed ergastoplasm and a considerable amount of secre-
tion granules located in the apical area and originated mainly from the Golgian vesicles.

The intercellular space, situated amongst the apical walls of the cells that form each
glandular unit, suffer important modifications during the secreting cycle. So when the cells
are loaded with secretion granules, such intercellular space is very reduced and only from
time to time some intercellular thickenings provided with microvilli, are noticed where the
contents of the secretion granules are poured. These thickenings are preceded by junctio-
nal complexes formed by a zonula adhaerens followed by a septal junction.

Generally speaking we can say that the morphology of the shell gland of Chirocepha-
lus diaphanus is similar to that presented by the shell gland of the rest of the Anostracan
species studied.

* A%llxest treball va ésser exposat a la sessié cientifica ordinaria de la ICHN celebrada el

maig de 19 .
** Departament de Morfologia Microscopica. Facultat de Biologia. Universitat de Barcelona.

Avgda. Diagonal, 645. Barcelona, 28.
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INTRODUCCIO

Els ous dels crustacis sén protegits,
habitualment, per una coberta formada
per dos embolcalls: un d’extern o «closca»
1 un altre d'intern o «cuticula». L’embol-
call extern és d’origen terciari, car es for-
ma a partir de les secrecions emeses per
unes formacions glandulars adossades a
la cambra uterina: les glandules de la clos-
ca. Mentre que lI'’embolcall intern és una
formaci6é d’origen blastodérmic, que apa-
reix enmig de la capa interna de la closca
i la superficie dels blastomers.

Els estudis més detallats dels embolcalls
dels ous dels crustacis i de les formacions
glandulars que els originen s’han realitzat
principalment en les filopodes anostracis.
Aixi, las glandules de la closca s’han des-
crit a nivell del microscopi fotonic en di-
ferents especies de filopodes: Chirocepha-
lus diaphanus (MAWSON & YONGE, 1938),
Chirocephalopsis bundyi (LINDER, 1959),
Artemia salina (FAUTREZ & FAUTREZ-FIRLE-
FYN, 1971). Tan sols dues espécies s’han
observat a nivell ultrastructural: Artemia
salina (ANDERSON et al., 1970; DE MAYER
CRIEL, 1973), Tanymastix lacunae (GARREAU
DE LOUBRESSE, 1978). Aquest treball darrer
és molt complet a nivell ultrastructural i
autoradiografic de l'activitat ciclica de les
glandules de la closca.

Amb el present treball ultrastructural es
pretén completar la imatge que MAWSON
& YONGE (1938) donaren a nivell de micros-
copia fotonica de les glandules de la clos-
ca de Chirocephalus diaphanus.

MATERIAL | TECNICA

S’han estudiat exemplars de femelles
adultes de Chirocephalus diaphanus reple-
gades a llacunes efimeres, de substrat tor-
bés a 172 m d’altitud, a prop de la pobla-
ci6 de Campmany (Girona), els mesos de
marg i abril.

L’aparell genital de la femella de Chiro-
cephalus diaphanus és format per dos ova-
ris subrectilinis, dos oviductes i un tuter
senar.

Els ovaris s’estenen lateralment pels cos-
tats del conducte digestiu, des del primer
fins al darrer segment abdominal. Al nivell
del segon segment abdominal cada ovari
s'allarga lateralment i ventralment per un
oviducte que acaba a I'titer senar. Les glan-
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dules de la closca es troben adossades ex-
ternament a la paret de l'ater.

S’han extret, d’aquestes femelles adultes,
per disseccid, les glandules de la closca i
s’han fixat per immersi6 dins la mescla
paraformaldehid al 2 % amb glutaraldehid
al 2,5 %, en tampé de Sorensen a pH 7,3,
a 4° C, per espai d'una hora. Després d'una
postfixacié d’'una hora, amb tetraoxid d’os-
mi al 2 % en el mateix tampé i per mitja
d’'una serie alcoholica es deshidraten les
glandules i es tracten amb oxid de propile,
abans d’incloure-les en araldita.

Els talls semifins, per tal d’ésser obser-
vats al microscopi fotonic, es tenyiren amb
blau de metile (RicHARDSON, 1960). Els
talls ultrafins per a microscopia electroni-
ca es contrastaren amb acetat d'uranil
(WaTsoN, 1958) i, després d’'una curosa ne-
teja, es passa a un altre contrastament
amb citrat de plom (REyNoLDS, 1963). Fo-
ren observats amb -els microscopis de
transmissié Philips EM-200 i EM-301 del
Servei de Microscopia Electronica de la
Universitat de Barcelona, treballant a
60 Kv.

RESULTATS

A) MICROSCOPIA FOTONICA.
MORFOLOGIA DE LES GLANDULES
DE LA CLOSCA

Les glandules de la closca sén del tipus
acinds i sén formades ner una gran quan-
titat d’'unitats glandulars elementals. Dues
grossissimes celules secretores juxtaposa-
des formen cada una de les unitats glan-
dulars.

Les cellules glandulars, les dimensions
de les quals poden arribar a ser considera-
bles (uns 55 yym), tenen un nucli en forma
de rony6, d’'uns 20 pm de diametre; la
seva posicié és variable mentre dura el ci-
cle secretor i conté uns quants nucléols.
El citoplasma és vacuolitzat en gran me-
sura.

Les ceHules de cada unitat glandular es-
tan acoblades per les seves cares apicals,
les quals experimenten considerables mo-
dificacions morfologique$ durant el pro-
cés de secrecid. A la fase d’excrecid, quan
les ceHules estan ben carregades de gra-
nuls de secrecié, 'espai intercelular és
molt reduit i les membranes plasmatiques
presenten unes interdigitacions que refor-



F16. 1. Representacié esquematica d’una unitat
landular.
iagram of a longitudinal cut of a glandular unit.

CLAU DE SIMBOLS DE LES FIGURES

cC. Conducte collector
cc. CeHula del coll

ch. Cromatina

ci. Canalicle interceHular
CS. CeHula secretora
cu. Complex d’unié

d. Dictiosoma

ei. Espai interceHular
ep-ut. Epiteli uteri

gs. Granul de secrecid
m. Mitocondri

N. Nucli

nu. Nucleol.

re. Ergastoplasma

us. Unié septada

za. Zonula adhaerens

SYMBOL KEY FOR THE FIGURES

e Duct cell

Ce. Neck cell

ch. Cromatin

¢l Intercellular canaliculi (lumen)
CS. Cells of the shell gland
o Junctional complex

d. Dictiosome

ei. Intercellular space
ep-ut. Uterine epithelium

gs. Secretory granules

m. Mitochondria

N. Nucleus

nu. Nucleolus

re. Endoplasmic reticulum
us. Septate junction

za. Zonula adhaerens

cen la uni6 d’ambdues cellules, tan sols
de trast en trast s'observen uns eixampla-
ments que constitueixen els canalicles in-
tercelulars, zones on es diposita el contin-
gut dels granuls de secrecié.

Els canalicles intercelulars duen els pro-
ductes de la secreci6 cap a un conducte
colector principal de l'acinus glandular.
Aquest conducte, el formen dues ceHules:
una de petita, rodona, adossada a les cel-
lules secretores, que correspon a la «ceHu-
la del coll», descrita per ANDERSON et al.
(1970), a les glandules de la closca d’Arte-
mia salina, i una altra, de molt més allar-
gada, d'uns 60 ym de longitud, que quan
s'invagina origina la major part del con-
ducte collector (fig. 1).

Durant el cicle secretor, amb el micros-
copi fotonic s’aprecien o observen tres fa-
ses ben diferenciades: una fase de sintesi,
on s’elaboren els granuls de secrecid, una
altra fase d’excreci6 o de descarrega i una
darrera fase de transicié entre dos cicles
successius.
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B) MICROSCOPIA ELECTRONICA
La superficie cellular

A la fase de sintesi, les membranes plas-
matiques, que delimiten l'espai intercellu-
lar d'una unitat glandular, estan fortament
afegides i presenten un gran nombre d’in-
terdigitacions. Al mateix temps, de trast
en trast, s'observen unes dilatacions de
I’espai intercellular proveides de microvilli
(figs. 2, 3, 4). Aquestes regions dilatades
son precedides de complexos d’'unié cons-
tituits per una zonula adhgerens seguida
d’'una unié septada (figs. 5, 6).

Durant la fase d’excrecié s’observa un
increment de la superficie de la membrana
plasmatica que limita les regions dilatades
de I'espai intercelular (figs. 2, 3).

El nucli

El nucli és gros, d’'uns 20 pm de diame-
tre, ovoide o reniforme. La seva situacié
varia durant el cicle secretor, passant d'u-
na posicié central a una altra de basal,
quan és desplacat pels granuls de secrecio
(fig. 7).

L’embolcall nuclear bresenta nombrosos
porus d’'uns 600 a 700 A de diametre. La
seva membrana externa presenta, com és
habitual, un gran nombre de ribosomes ad-
herits a ella.

El nucli posseeix diversos nucléols cons-
tituits per una zona central, fibrosa, i una
altra de periferica, granular, ben diferen-
ciada; la cromatina és distribuida homoge-
niament (fig. 8).

El reticle endoplasmatic

Per una part, el reticle endoplasmatic
llis és poc desenvolupat, i I'ergastoplasma
presenta un notable desenvolupament du-
rant el cicle excretor; el que esta situat al
pol basal és constituit principalment per
un conjunt de vesicules llargues i aplana-
des, a diferéncia del aue esta situat a la
posici6 apical, que és format per vesicules
curtes i rodones. En ambdés casos s’obser-
va al seu interior un material filamentés
(figs. 9, 10, 12).

En I'hialoplasma s’observa una gran
quantitat de ribosomes lliures i nombroses
particules de (-glicogen.
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Els mitocondris

La majoria dels mitocondris sén ovoi-
des, de 0,8 a 1 ym de diametre, i les seves
crestes son orientades varallelament res-
pecte a I'eix major de l'organul, encara que
en d’altres l'orientaci6 és irregular (figs. 7,
10, 12). A la fase de secrecié s’observa un
augment lleuger en el nombre de mito-
condris.

L'aparell de Golgi

En el citoplasma hi ha nombrosos dic-
tiosomes dispersos. Durant el cicle secre-
tor s’observa com l'aparell de Golgi canvia
de situacié a l'interior de la céHula; aixi, a
la fase de secreci6 els dictiosomes es tro-
ben perfectament a la zona perinuclear,
formats per un conjunt de dues o tres cis-
ternes corbades collocades una damunt de
I'altra; mentre que durant la fase d’excre-
cio, els dictisomes envaeixen la zona apical
de la celula (figs. 10, 11, 12).

Els granuls de secrecid

Els granuls de secrecié madurs, d’1,7 a
2 ym de diametre, presenten una part cen-
tral densa, més o menys homogeénia, envol-
tada d'una zona periférica menys densa
de textura granulo-filamentosa limitada
per una membrana (figs. 10, 13, 14). Al ma-
teix temps, enmig dels granuls de secrecio
madurs, existeixen uns altres granuls de

——

F16. 2. Unitat glandular a I'inici de la fase d’ex-
creci6. Les dues celules secretores (CS), que cons-
titueixen la unitat glandular, estan afegides per
les seves cares apicals. Els granuls de secreci6
s’acumulen, preferentment, a la zona apical de
la ceHula i s'aboquen a l'espai interceHular. La
part basal de les ceHules és ocupada pels respec-
tius nuclis (3.360 x).

Glandular unit initiating the excretory phase. The two
secreting cells constituting the gland unit are united by
their apical walls. The secretion granules acumulate pre-
ferably in the apical area of the cell and will be poured
into the intercellular space at the level of the intercellu-
lar canaliculi. The basal part of the cells is occupied by
their respective nuclei (3.360 x).

FiGs. 3 i 4. Detalls de la part apical de les dues
celules secretores d'una unitat glandular (fi. 3:
5.290 x; ﬁg. 4: 12.420 x).

Detail of the apical part of the two secreting cells of the
shell gland (fig. 3: 5.290 x; fig. 4: 12.420 x).
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Fi16s. 51 6. Detalls d'un complex d’unié. El com-
plex d'unié és format per una zonula adhaerens
que priva la claror del canalicle, seguida d'una
unié septada (fig. 5: 25.760 x; fig. 6: 64.500 x).
Detail of a junctional complex. The junctional complex
is formed by a zonula adhaerens that closes the canali-
culus lumen followed by a septate junction (fig. 5:
25.760 x; fig. 6: 64.500 x).

F16. 7. Part basal d'una celula secretora d'una
unitat glandular (4.140 x).
Basal part of a secreting cell of the shell gland (4.140 x).

F16. 8. Detall del nucli. S'observa la preséncia de
diversos nucleols i la cromatina distribuida ho-
mogeniament (6.670 x).

Detail of the nucleus. Notice the presence of several nu-
cleoli and the evenly distributed chromatine (6.670 x).

Fi16. 9. Detall del citoplasma basal de la céHula
secretora. Es pot observar l'abundancia d’ergas-
toplasma (48.500 x).

Detail of the ergastoplasm distribution in the basal area
of a secreting cell (48.500 x).

F16. 10. Part basal d’'una ceHula secrgtora. S’ob-
serva la preseéncia de dictiosomes i de granuls de
secrecio (13.500 x).

Basal part of a secreting cell. Notice the presence of a
dictiosome and the secretory granules (13.500 x).

-

secrecio, la part central dels quals és for-
mada per diverses masses denses (fig. 2).
Aquests s’assemblen als «grans multigra-
nulars» que DE MAEYER CRIEL (1973) va
descriure a Artemia salina.

Segons les observacions realitzades, els
granuls de secrecié s’originen, preferent-
ment, a partir de les vesicules que es des-
prenen de la cara de maduracié dels dic-
tiosomes (figs. 10, 11, 12).

CONCLUSIO | DISCUSSIo

La morfologia de les glandules de la clos-
ca de Chirocephalus diaphanus, descrita a
I'apartat anterior, es correspon amb la des-
cripcié realitzada per MAWSON & YANGE
(1938) sobre la mateixa especie. Al mateix
temps, presenta nombroses analogies amb
les glandules de la closca d’Artemia salina
(ANDERSON et al., 1970: DE MAYER CRIEL,
1973), i amb les de Tanymastix lacunae
(GARREAU DE LOUBRESSE, 1978). Pero a Ar-
temia salina s’han de diferenciar, segons
DE MAYER CRrIEL (1973) dos tipus: les glan-
dules de la closca «pigmentades», encar-
regades de secretar els elements necessa-

ris- per a la formacié de la closca, quan
I'animal es troba a la fase ovipara; i les
glandules de la closca «blanques», els pro-
ductes de secrecié de les quals faciliten el
desenvolupament dels nauplis a 1'tuter, el
temps que l'animal és ovovivipar.

Chirocephalus, especie ovipara, té un sol
tipus de glandules de la closca. El canvi de
coloracié que manifesten durant el temps
del cicle excretor, es deu a variacions en
el nombre de granuls de secrecié que con-
tenen.

Les observacions realitzades manifesten
que l'ultrastructura general de les ceHules
secretores de les glandules de la closca
presenta, generalment, una gran semblan-
¢a amb les celules de les glandules de
secrecid proteinica, particularment amb la
dels insectes: glandules salivals, glandu-
les tegumentaries, glandules sexuals anne-
xes; o amb la dels vertebrats: glandules
mamaries, glandules seroses com el pan-
creas, la parotida.

Les ceHules secretores de les glandules
de la closca, com les ceHules d’igual natura
de les glandules anomenades abans, es
caracteritzen pel fet de presentar un reti-
cle endoplasmatic molt desenvolupat, un
voluminds aparell de Golgi i gran nombre
de granuls de secrecid.

La superficie cellular experimenta nota-
bles canvis morfologics durant el cicle se-
cretor. A la fase de pre-excrecid, l'espai
intercelular presenta certes zones dilata-
des, proveides de microvilli, situacié sem-
blant a la que es produeix en els canalicles
biliars (MATTER et al., 1969). El temps que
dura la fase d’excreci6, la membrana dels
granuls de secrecié es fusiona amb la mem-
brana plasmatica que limita les zones di-
latades de l'espai intercellular, provocant
un augment notable de la superficie.

La reabsorcié de l'excés de membrana,
principalment després de l'excrecid, és un
problema encara no resolt del tot. Sembla
ésser que la reabsorci6 membranosa es
realitza a nivell molecular (GARREAU DE
LoUBRESSE, 1978); que llavors les proteines
de la membrana deuen ésser destruides i
els fosfolipids deuen passar al citoplasma.
Per una altra banda, DE MAYER CRIEL
(1970) diu que la superficie apical es re-
treu com a resultat de 'absorcié de nom-
broses vesicules rugoses.

Les unions celulars, descrites a les cel-
lules secretores de les glandules de la clos-
ca de Chirocephalus, a nivell de canalicles
intercellulars, no discrepen de les estudia-
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F1G. 11. Detall d'un dictiosoma mostrant la dila-
tacié dels saculs de la cara de formacio6 (51.600 x).
Detail of a dictiosome showing dilatation of the sacks
on the formation side (51.600 x).

F1G. 12. Part basal d’'una céHula secretora. Com-
plex de Golgi (31.200 x).

Section through shell gland unit showing the Golgi com-
plex (31.200 x).

Fi1cs. 13 i 14. Granuls de secrecié a diferents fa-
ses de maduraci6. Els granuls madurs es compo-
nen d'una part central densa i homogeénia, envol-
tada d'una zona perjférica granulosa i menys
densa (assenyalada amb I'asterisc) limitada, alho-
ra, per una membrana (fletxa; 24.640 x).

Secretory granules in different maturation phases. The
mature granules are formed by a dense and homogenous
central part sorrounded by a peripheral granulous and
less dense area (asterisc) limited %y a membrane (ar-
row; 24.640 x).
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des en altres filopodes: Artemia salina
(ANDERSON et al., 1970; DE MAYER CRIEL,
1973), Tanymastix lacunae (GARREAU DE
LoUBRESSE, 1978).

El complex constituit per una zonula
adhaerens seguit d’'una unié septada, és
habitual en els invertebrats i es troba, en-
tre d'altres, a l'epiteli d’Hidra (Woob,
1959), en els epitelis dels intestins d’insec-
tes (NOIROT-TIMOTHEE & NoOIROT, 1973), a
diverses glandules salivals d’insectes (WIE-
NER et al., 1964; OsCHMAN & BERRIDGE,
1970; LAUVERJAT, 1973), a les glandules te-
gumentaries dels Miriapodes (JUBERTH IE-
Jupeau, 1975), a les glandules multifides
dels Gasteropodes (OVTRACHT, 1967). A les
glandules dels vertebrats, la preséncia de
complexos d’unid, constituits per unions
septades, no és tan freqiient.

A les glandules de la closca el reticle en-
doplasmatic, com s’ha dit abans, és cons-
tituit per vesicules allargades i paralleles
entre elles, localitzables majoritariament a
la zona basal de les celules. Aquest aspec-
te del reticle és semblant al que hom ha
descrit en diverses glandules d’insectes:
glandules salivals (HARROD & KASTRITSIS,
1972; LAUVERJAT, 1972; Austeg, 1975), la
glandula lactica (BONNANFANT-JAiS, 1974;
ToBE et al., 1973), la glandula de seda (Tas-
HIRO et al., 1976).

L’aparell de Golgi segueix el mateix des-
envolupament que el reticle endoplasma-
tic pel que fa al cicle secretor interior.

L’origen dels granuls de secrecio, a par-
tir, principalment, de la fusié de les vesicu-

les que procedeixen de la cara de madura-
ci6 dels dictiosomes, s’ha constatat igual-
ment a les glandules de la closca d’Arte-
mia salina per part d’ANDERSON et al.
(1970), els quals, al mateix temps, afegei-
Xen un segon origen a partir del reticle
endoplasmatic llis, i en Tanymastix lacu-
nae (GARREAU DE LOUBRESSE, 1978). Un ter-
cer origen dels granuls de secrecié a partir
de vesicules rugoses, més amples que les
vesicules golgianes, s’ha observat a Arte-
mia salina per part de DE MAYER CRIEL
(1970). Aquest darrer origen dels granuls
de secrecié no I’'hem observat, encara, en
el nostre material.

Un cop formats, els granuls de secreci6
presenten una morfologia heterogenia; no
presenten la complexitat dels granuls de
secrecié d’altres glandules, com per exem-
ple les glandules salivals dels insectes (R1z-
KI, 1967; LAUVERJAT, 1972).
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