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ULTRAESTRUCTURA DEL MANTO LARVARIO DE ANODONTA
CYGNAEA, L.

ULTRASTRUCTURE OF THE LARVAL MANTLE OF ANODONTA CYGNAEA L.

Mercedes DURFORT (%)

RESUMEN

Los gloquidios, larvas bivalvas propias de los lamelibranquios dulclaculcolas de [a familla de los Unld-
nidos, han sido estudiados al microscopio electronico de transmislén y da barrido.

Slendo Indditas en ia bibllografia las Imagenes y los datos aportados sobre 1a ultraestructura del
manto larvario.

Las células epltaliales del mismo, tanto de ia cara parietal como de ia cara viscerel, estdn totaimente
adaptadas a una funcién tréfica, como lo atestiguan ios abundantes y esbeltos microvillls que emiton an
ef seno de una extraordinariamente desarroliada matriz extracelular, constituyendo un auténtico ribete
en cepilfo,

Importantes cantidades de particulas de g glucégeno e Inclusiones lipidicas tipifican las células del
manto larvario.

Esta funclon tréfica y respiratoria es de gran interds sl se ilene en cuenta que sl tubo digestive todavia
no es funcional, careclendo de boca y de ano y que las brangulas de ia larva todavia no estén
formadas.

ABSTRACT

Glochidium, bivalve larvae proper to fresh water lamellibranchia, included in the family of Unionida,
have been studied by scanning and transmision electron microscopy.

Flgures and data about fine structure of the larvai mantle, which are reported in this work, are
unpublshed. :

1ts epitheliai celis ofthe parietai side as well asthe ones of the visceral side, are completely adaptedtoa
trophic function. Hissuppoeried by the presence of numerous and gractie microvili, which spread inside s
remarcably developed extraceliuiar matrlx, so that they actually form a brush border.

important quantities of glycogen particles and fatty inclusions characterize the larval mantie cells.

Thistrophic andrespiratory functionls of groatinterestifwe considerthatthe alimentary canal ls notyet
functional, It lacks mouth and anus and branchla are not vet developed.

Palabras clave: Anodonia, Gloquidio, Ultraestructura, Matriz extracelular, Microvillis,
Key words: Anodonta, Glochidium, Ulirastructure, Extracellular maitrice, Miergvillis.

INTRODUCCION den a Faussek (1903), a Harms {1909) y a

Herbers (1913) que observaron y describie-

F1 desarrolio larvario de los moluscos de la ron un estadio sumamente interesante y parti-

familia de los Unionidos despertd el interés cular en las primeras etapas del desarrollo de

de los embridlogos de principios de siglo. Las los lamelibranquios dulciacuicolas: el glo-
citas mas antiguas sobre este tema correspon- quido (== glochidium).

(*) Dpto. de Morfologia Micsoscopica. Facultad de Biologla. Universidad de Barcelona. 08028 Barcelona.
Espafia. o :
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Fn et célebre v exhaustivo Traité d' Embry-
ologie des Invertebrés de Davidoff (1928)
se encuentra una muy detallada descripeion
de Ia melamorfosis de  esta larva tan
especial.

El cicle reproductos de Anodonta ha sido
estudiade con bastante detalle, teniendo en
cuenta no solamente los rasgos morfolégicos
sino los factores ecologicus que inciden sobre
el mismo, entre otros cabe destacar los traba-
jos de Lefevre el al. (1919), Arey (1932),
Zhadin (1952), Negus (1966} y Brodnie-
wicz {1968). :

El gloquidio corresponde a la fase de larva
veligera de cualquier molusco y se caracie-
riza por presentar dos valvas triangulares
articuladas, una dorsal y otra ventral. El estu-
dio de dichas valvas al microscopio electro-
nico de barrido ha proporcionado una serie de
datos morfologicos que pueden iener interés
sistematico, a parte de explicar una serie de
comportamientos de dichas larvas. Bajo este
aspecto cabe recordar, entre otros los traba-
jos de Giusti et al. (1975), el de Culiiney
{(1975), asi como el de Bradford el al. (1978),
gque aportan una serie de datos de gran
interés.

Los gloquidios se desasrollan en la camara
incubatriz o marsupio, formada por las dos
laminas branquiales del molusco hembra. En
primavera son liberados al agua, pero dado
que todavia no pueden nadar, caeran en el
fondo y cuando encontraran un pez, emitirdn
el largo y viscoso filamento que tienen, adbe-
riendose al mismo, como si se tratara de un
ancla. una vez establecido el contacto con el
pez, la serie de dientes de diversos tamaios

que posecn las dos valvas, se incarin en su
legumento, garantizando de esta manera una
perfecta sujetacion. Los gloquidios se adhie-
ren preferentemente a las branquias o a las
aletas de los teledsteos,

La superficie de las dos valvas de la farva
no es uniforme, aparecen series de protube-
rancias, ordenadamente dispuestas, tanto en
ia carn dorsal como en la cara ventral (Fig.1 y
2). Dichas protuberancias corresponden a
repliegues del manto (Fig.3).

{in la presente nota se describird la ultraes-
tructura del manto larvario al microscopio elec-
tronico de transmision y de barrido, discutién-
dose su papel trofico.

MATERIAL ¥ METODOS

La procedencia de los ejemplares de
Anodonta es del Delta del Ebro (Catalunya).
Los gloguidios estudiados se han obtenido de
dos maneras: {a) recogida después de su emi-
sion por parte de la hembra y (b) por disec-
cion de las hembras y extraccion de las larvas
directamente de las camaras incubadoras,
formadas por las dos laminas branquiales de
Anodonta. Por ello no todos los gloguidios
estudiados tienen el mismo prado de de-
sarrollo,

(1) Unos gloguidios han sido sometidos a
una digestion previa de la materia organica,
para lo cual se han seguido dos procedimien-
tos: {a) dejando actuar hidroxido sodico iN
durante upa hora a temperatura ambiente {en
la proporcion de dos gotas de NaGH por 9 ml
de agua destilada), siguiendo la técnica reco-
mendada por Bradford et al. (1978) y (b)

Fig. I.— Imagen al microscopio electronico de barrido de dos gloquidios de Anodonta cygnaea. La
posicion adeptada por el de la izquierda de la fotografia es la que tiene cuando sc adhiere a
las branquias o al tegumento de un pez. Obsérvese Ia emision del filamento y la textura de

fas valvas (400 x).

Secanning electron micrograph of two glochidium of Anadonta cygnaea. The position of
the oneon the left is proper to the moment in which it attaches to the branchia or to the inte-
gument of a fish. Notice the filament thrown out and thew texture of valves (400 x).

Fig. 2.-— Dretalle de la seriacion de microvillis gue emergen del manto farvario y que s50n responsa-
bles del aspecto que tienen las valvas de los gloguidios y de su cardcter trofico.

(4.250 x).

Detail of a series aof microvilli which emerge form the larval manile and are responsible of
the appearance showed by glochidium valves and of its trophie Sunction (4.250 x}.
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Fig. 3.-— Detalle de una emergencia de la capa parietal del manto larvario de Arodonta cygraeaq.

46

Puede apreciarse la magnifica chapa, asi como el largo contacto sinuoso entre dos células
epidérmicas, en algunos tramos del cual aparece una union septada (flecha). Las inclusio-
nes lipidicas (L) son abundantes en este modelo celular, (25.000 x).

Detatl of an emergence of the larval mantle parietal layer of Anadonta cygnaea. A splen-
did microvilli series can be observed, as wellas a long sinuous contact betiween two epider-
mal cells. In some tracts of this contact a septate union appears (arrow). Lipidic
inclusions (L) are abundant in this cellular type (25.000 x). .

sometiendo
solucion ac
tura ambies

(2) Otro
tamemte [ij
maldehido
sen, a pH
mente fijad
tamponado
durante 2 |
cion, pasal
ascendente
un tiempo «
horas, se I
Un grupo
MicTroscopic
oiro para §
nico de bar,

El matet
microscopic
incluido pt
muy adecu:
La obtencic
ha sido sun
sistencia de
de vidrio o«
tes observal
utilizacion

Los corte
con acetaic
plomo, pre)
nolds (1963

[as larva
el microsc
sometieron
Con un Po
ron a la té
COy (solub
ulilizado, es
tras esta d
zado con o
ternig’ ceor
quedando
capa de oro

El mate
microscopio
lips 200 y «
barrido Ca
de Microsc
dad de Barc

Dado el




g

naeq.
élulas
tusio-

iplen-
vider-
ipidic
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sometiendo los gloquidios a la accion de una
solucion acuosa de papaina al 1%, a tempera-;
tura ambiente, durante 30 minutos.

(2) Otro grupo de gloquidios ha sido direc-
tamente fijado con glutaraldehido - parafos-
maidehido al 3,5% tamponado con Soren-
sen, a pH 7,3 durante 2 horas y posterior-
mente fijados con OsG, al 2%, igualmente
tamponado con Sérensen, a pH 7,3 y a 4°C
durante 2 horas. Tras cuidadosa deshidrata-
cién, pasando las muestras por una serie
ascendente de alcoholes ¢ de acetona, y con
un tiempo de permanencia en cada paso de 2
horas, se hicieron dos grupos de gloquidios.
Un grupo fue procesado para su estudio al
microscopio electronico de transmision y
otro para su estudio al microscopio electrd-
nico de barrido.

FE! material destinado a ser estudiado al
microscopio electronico de transmision fue
incluido perferentemente en Spurr, resina
muy adecuada debido a su escasa viscosidad.
La obtencion de cortes semifinos y ultrafinos
ha sido sumamente laboriosa debido a la con-
sistencia de lag valvas, por lo que la cuchilla
de vidrio convencional no permite lograr cor-
tes observables, por lo que se ha requerido la
utilizacion de una cuchilla de diamante.

Los cortes ultrafinos han sido contrastados
con acetato de uranilo y por el citrato de
plomo, preparado segin la técnica de Rey-
nolds (1963).

Las larvas destinadas a ser estudiadas con
el microscopio electronico de barrido se
sometieron a la accion del acetato de amilo.
Con un Polaron (mod. E 2.000) se sometie-
ron a la técnica del punto critico, utilizando
CO, (soluble con el liquido de transferencia
utilizado, es decir, con el acetato de amilo), y
tras esta desecacion se procedio al metali-
zado con oro, mediante la técnica del “sput-
ternig” con un Polaron modelo E 5.000,
quedando Jos gloquidios recubiertos por una
capa de oro de 300 a 500 A de-grosor.

1 material ha sido observado con un
microscopio electronico de transmision Phi-
lips 200 y con un microscopio electronico de
barrido Cambridge modelo 5-4 del Servicio
de Microscopia Electrénica de la Universi-
dad de Barcelona.

Dado el tipo de estudio que llevamos a

cabo, la informacidn ultraestructural apor-
tada por el material procesado por la via (2)
ha sido la mas completa.

OBSERVACIONES

La concha de fos gloquidios no tiene la misma
constitucion de las conchas de Jos individuos
iovenes o adullos, es decir no se diferencian niel
periGsiraco, el dstraco i hipostraco. Estan nica-
mente formadas por un manto de particularida- -
des ultraestructurales muy especiales.

Fi manto larvario de 4. cygnaea esta for-
mado por dos capas de células epiteliales con
caracteristicas ultraestructurales diferencia-
les.

Capa parietal. Las células epiteliales, endo-
teliformes, se caracterizan por presentar wn i
citoplasma altamente denso a los electrones,
lo cual dificuita en gran manera la observa-
cion de las diversas estructuras vesiculo-
membranosas que alberga.

Uniones septadas muy profundas se locali-
zan a nivel del polo apical, siendo una carac-
teristica peculiar de este material, el hecho de
ser muy sinuosa. En ocasiones a la union sep-
tada le precede una macula adherens. Asi-
mismo se forman algunos canaliculos (Fig.3
y 6).

La membrana del polo apical presenta una
muy ordenada secuencia de esbeltos microvi-
llis de unos 10 um de altura, distantes unos
0,2 pm y de 0,1 um de diametro. El aspecto
ultraestructural corresponde a un tipicoribete en
cepillo (Fig.3, 4, 6, y 7).

Ei contenido de la evaginacion digitiforme
es muy denso a los electrones, distinguién-
dose formaciones microfibrilares en su inte-
rior (Fig.4 y 6).

Una de las caracteristicas de estos micro-
villis, a parte de su larga esbeltez anterior-
mente mencionada, es el hecho de que
terminan formando una dilatacion mazuda,
en cuyo interior hay una densa condensacion
citoplasmatica (Fig. 4).

Un 10% de los microvillis aparecen bifur-
cados hacia la mitad de su recorrido, un 5%
se bifurcan casi en la parte apical y un 2%
aparecen trifucados; siendo esie hecho otra
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de las caracteristicas de las células que for-
man la hoja parietal del manto de Anodonta
cygnaea,

Los microvillis estdn inmersos en una
desarroflada matriz extracelular de cardcter
fibroso. (Figd y 7).

En imagenes bien contrastadas pueden dis-
tinguirse tres estratos, atendiendo a la textura
y a la densidad del material fibrilar que cons-
tituye el glucocalix (Fig.d, 6 v 7).

El estrato (a), el mas proximo al plasma-
lema, tiene un aspecto muy poco fibroso ¥
escasa densidad a los electrones. Alcanza
upos 2 gm de altura, ,

El estrato (b), es el mas desarrollado; mide
unos 8 pm de aliura, presenta una elevada
densidad a los electrones y el material fibroso
se halla orientado paralelamente al plasma-
lfema, no perpendicularmente, que ¢€s lo
mas frecuente. :

{n tercer estrato, el (c) se distingue & nivel
de Ia zona apical dilatada de los microvillis,

como una capa de mayor densidad que las.

dos precedentes, de unos 0,2 um de altura.

Exteriormente al estrato (c} aparece un
material fibroso vesiculoso, que discontinua-
mente se dispone sobre o entre los microvillis.
(Fig.8).

La membrana basal es muy sinuosa y emite
profundas evaginaciones hacial la lamina
basal.

El citoplasma presenta tal densidad a los
electrones que resulta muy dificil apreciar
con nitidez las estructuras que alberga. Esta
densidad es en gran parte motivada por
numerosos enclaves de particulas de B glu-
cogeno, si bien dichas particulas también se
hallan dispersas por el citoplasma.

Ei nacleo es eliptico y adopta una disposi-

cion basal, ligeramente lobulado, presenta
una gran densidad cromatinica, siendo muy
dificil distinguir el nucléolo.

Las mitocondrias, con un nimero de cres-
tag normal, presentan una matriz muy elec-
trodensa. Se distingue una unica poblacion
mitocondrial, Miden de 1 a 3 ym y son OvOi-
des, en ocasiones alargadas.

El reticulo endoplasmatico rugoso se dis-
pone a modo de vesiculas paralelas y en el
estadio estudiado no se aprecian demasiadas
dictiosomas. Posiblemente su actividad haya
cesado dado que el glucocdlix presenta su
MAXIMo desarrolio.

Los escasos dictiosomas observados estan
formados anicamente por dos o tres cister-
nas, escasamente arciformes, con multiples
vesiculitas en la cara de maduracion.

A las grandes cantidades de glucégeno,
anteriormente  mencionadas, debe subra-
yarse la presencia de algunas gigantescas
inclusiones lipidicas, de localizacion varia-
ble, ocasiopalmente se encuentan adosadas
al plasmalema (¥Fig.3).

Sus dimensiones oscilan de 1 a 3 pm de dia-
metro y presentan como dos fracciones, un
anilio externo de unos 0,2 pm de grosor.

Se ha podido detectar una cierta relacion
topografica entre las inclusiones lipidicas ¥
las mitocondrias. )

Efectivamente, las células del manto que
pertenecen a farvas mas desarrolladas, tienen
menos mitocondrias y mayor numero de
inclusiones lipidicas.

Lamina basal. Muy desarrollada en deter-
minados tramos, esta formada por fibras de
colageno dispuestas paralelamente, entre las
que se encuentran abundantes pariliculas de

Fig. 4.— Cortedelavalva observado al microscopioelectronicode transmision, Obsérvese como los

microvillis emergidos penetr

an en una matriz extracelular, fibrosa, altamente desarrollada.

Obsérvese asimismo, la textura fibrilar de dichos microvillis {flecha). (38.000 x).
Valve section observed by transmission electron microscopy. Notice how emerged miicro-
villi penetrate into a fibrous, highly developed extracel lular matrix. We can also observe
the fibrillar texture of these microvilli (arrow) (38.000 x).

Fig. 5.— La misma imagen anterior pero en corte transversal {22,000 x}.

The previous figure in cross section (22.000 x),
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glucogeno. En otros tramos la lamina basal
queda reducida a su minima expresion,

Capa visceral. Formada por upa Gnica
capa, mas endoteliforme que fa de la capa
parietal. Sus caracteristicas citoplasniaticas
son muy similares a las anteriormente descri-
tas, con la salvedad que en ellas se localizan
muy pocas inclusiones lipidicas v los encla-
ves de glucdgeno son menos abundantes,

LLa caracteristica de estas células s el

hecho de que el plasmalema emite algin gue
otro microvilli, pero en ningln caso se consti-
tuye un ribete en cepillo v la matriz extracelu-
lar aparece mucho menos desarrollada,

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El caridcter casi parasitario que tiene los
gloquicdios en la camara incubadora o marsu-
pio {Faussek, 1903) queda evidenciado por
el hecho de que el manto sobresalpa de las
valvas a través de la emision de multiples
microvillis inmersos en una matriz extracelu-
lar extraordinariamente desarrollada.

Se forma un sistema adecuado para asegu-
rar una méxima absorcion de nutrientes a la
vez gue de oxigeno, siendo esto de maximo
interés si se tiene en cuenta que la larva tiene
upicamente un esbozo de tubo digestivo; la
boca y el ano no son todavia funcionales, a la

vez que los esbozos branquiales son muy inci-

pientes (Arey, 1932).
El aspecto ultraestructural adoptade por el

polo apical de las células  cpiteliales  del
manto es la adecusda para incrementar al
maximo su funcion absorbente, recuerda evi-
dentemente [a disposicion adoptada por los
enterocitos tanto de vertebrados (McNabb et
al., 1904, Mukhoeiee eial, 1971 Trier et al,,
1965}, asi como de los invetlebrados (Dona-
dey, 1969 Durfort, 1975; Piguet, 1984),

Ast mismo, es muy parecida a fa disposi-
cion adoptada por las células del epitelio
branquial de {/ca mordax (Finol et al,, 1983)
a la vez que tiene el colema de los cocitos de
Mytilus edulis (Durfort, 1973), v 1a que pre-
sentan los oocitos de Anodonta cygnaea
{Burfort, 1983), y la de los oocitos de len-
puado, entre otras especics de  teleosteos
{Stehr, et al., 1983),

En condiciones anémalas se sabe que hay
un hiperdesarrollo de Ia matriz extracelular,
tal es el caso que presenta el oolema de los
oocitos de Mytilus edulis de ejemplares que
han permanecido varias semanas en contacto
con los detergentes vertidos al mar para eli-
minar el petréleo cuando sobreviene la marea
negra {Durfort, et al., 1982).

Anedonta cygnaea vive semienterrada en
los lodos de los rios, en condiciones algo ant-
xicas, por lo cual, el aspecto presentado por el
colema de sus oocitos, muy parecido al adop-
tado por el manto de los gloquidios, seria para
aprovechar al miximo la escasa posibilidad
de oxigeno que tienen, e€n general, estos
individuos.

En el caso de los gloquidios es evidente-
mente el sisterna mas efectivo para cubrir las

Fig, 6 y7.— Detalles de la matriz extracelular surcada por esheltos microvillis que indican el carac-

ter trofico del manto larvario de Anodonta cygnaea, compérese conlafotografia8 enla
que aparece la chapa de un enterocito del intesting medio de Diaptomus conexus
{Copépodo dulciacuicola). Las flechas mas internas sefialan una union septada y la mas
externa una formacion de endocitosis. {23.500 x).
Details of the extracellular matrix furrowed by slender microvilli, which show the trop-
hic function of the larval mantle of Anodonta cygnaea. Compare with micrograph
number 8 in which appears a microvilli series of @ mid gut enterocite of Diaptomus
conexus (fresh water copepod). Inner arrows show a sepraie union. The most external
arrow shows and endocptosis formation. (23.500 x).

Fig. 8.—Chapa del enterocito de Diaptomus conexus (ver Fig. 6-7) (23.500 X).
Mid gut enterocite of Diaptomus conexus (see Fig. 6-7){23.500 X).
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necesidades tréficas v respiratorias de las lar-
vas, ectoparasitas de peces dulciacuicoias.
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