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Abstract

Ultrastructure of spermatophore in Hemidiaptomus roubaui (Copepoda,
Calanoida).

The spermatophore of the calanoid copepod Hemidiaptomus roubaui
presents a typical tubular-shape ( a straight banana shape)
containing the spermatozoa and the seminal secretions. On leaving
the male genital pore the mature spermatophore has a length of 600-
665 um and a maximum diametre of 130-140 um. The spermatophore of ‘H.
roubaui presents three morphologically defined areas: the wall, the
peripheral region and the central region or core. The wall of the
spermatophore which reaches a thickness of 2.5 - 3.5 um, has a
series of concentric layers with different electrodensities
constituted by a fibrillar material arranged in arches. The
peripheral region is a layer 5-7 um thick of semi-liquid nature,
which contains the spermatozoa. Finally, the central region or core
of the spermatophore is composed of a homogeneous substance which
includes a series of granules.
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Introduccidn

La formacion del espermatéforo y los mecanismos copuladores se
consideran como un requisito adaptativo para que tenga lugar la
transicién de una forma de vida acuatica a una forma de vida
terrestre (GHILAROV, 1956, 1959; SCHALLER, 1965, 1979; SHAROV, 1965,
1966). La presencia de espermatéforos es muy frecuente entre los
artrépodos (SCHALLER, 1979) ¥y en especial en el grupo de los
crustaceos.
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Los espermatozoides de numerosos crustaceos estan agrupados en
"paquetes de espermatozoides" a modo de contenedores, que son los
espermatéforos. Dentro de los crustdceos los decapodos, junto con
los copépodos, son los dos grupos cuyos espermatéforos han sido més
estudiados. Con el microscopio fonténico se ha descrito el
espermatéforo de unas 44 especies de decdpodos y a nivel
ultraestructural se deben mencionar los estudios efectuados en
Libinia emarginata (HINSCH & WALKER, 1974), Homarus americanus
(KODA-CISCO & TALBOT, 1982) ¥y en Pacifastacus leniusculus
(DUDENHAUSEN & TALBOT, 1983). En el grupo de los copépodos se han
realizado estudios tanto a nivel estructural como ultraestructural
sobre la morfologia y la sintesis de los espermatéforos en varias
especies libres, asi como especies parasitas de peces. (Tabla I).

El espermatéforo de los copépodos, tiene generalmente forma de
botella, con un largo cuello, y estd constituido por varias capas
concéntricas que se pueden concretar a efectos descriptivos en tres
zonas, bien caracterizadas morfolégicamente:

- Una zona central o "core" constituida por una matriz
homogénea electrodensa que contiene una serie de granulos de
distintos diametros y formas.

- Una zona periférica, con un contenido mds o menos liquido,
que engloba a los espermatozoides.

- La pared del espermatéforo que muestra un aspecto muy
variable, de consistencia sélida que recuerda a una cuticula.

En las distintas especies de copépodos estudiados (Tabla 1) se
ha observado que tan solo se forma un espermatéforo a la vez que es
expulsado de su receptdaculo durante el proceso de acoplamiento,
vaciandose entonces su contenido en el receptidculo seminal de la
hembra.

La sintesis del espermatéforo tiene lugar a lo largo del
conducto genital masculino; generalmente las sustancias que
constituyen la zona central o "core" del espermatéforo, se elaboran
en el tramo anterior del conducto genital (zona anterior vy media del
conducto deferente), mientras que la zona periférica y la pared son
sintetizadas en el tramo posterior del mismo (zona posterior del
conducto deferente y vesicula seminal).
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A) A nivel estructural (Microscopio foténico)

Calanus finmarchicus HEBERER (1932)
Diarthrodes cystoecus FARHENBACH (1962)
Epilabidocera amphitrites PARK (1966)

B) A nivel ultraestructural (Microscopio electrénico)

Calanus finmarchicus RAYMONT et al., (1974)
Naobranchia cygniformis MANIER et al., (1977)
Chondracanthus angustatus ROUSSET et al., (1978)
Lernanthropus kroyeri COSTE et al., (1978)
Euchaeta norvegica HOPKINS (1978)
Tisbe holothuriae GHARAGOZLOU-VAN GINNEKEN &
POCHON-MASSON (1879)
Cyclops strenuus ROUSSET et al., (1981)
Acanthocyclops viridis ROUSSET et al., (1981)
Labidocera aestiva BLADES & YOUNGBLUTH (1981)
Acanthocyclops robustus GARCIA-VALERO (1988)

TABLA I. Relacién de las especies de copépodos, de las cuales se
ha estudiado la morfologia de sus espermatéforos.

Material y métodos

Hemidiaptomus roubaui es un copépodo calanoide plancténico de
agua dulce, que vive en aguas temporales limpias y poco
mineralizadas (Lam. I., fig., 1). Los ejemplares utilizados para este
estudio proceden de los Estanys de Capmany (Girona), que se
encuentran sobre pizarras y esquistos.,

Para el estudio al microscopio electrdénico se fijaron animales
fragmentados o se hizo la disseccidén del aparato reproductor de los
mismos; operacién que se realizd en el mismo liquido de fijacién.

Como método de fijacidén de utilizé el de la "fijacién doble", o
sea una previa fijacién con wuna mezcla de paraformaldehido-
glutaraldehido (KARNOVSKY, 1965) tamponada con fosfato 0.2 M (pH
7.4) a 4 oC durante 3 h. Después de un lavado con tampén fosfato 0.1
M se procedié a una post-fijacién de 1 h con tetradéxido de osmio al
2% en el mismo tampén y a temperatura ambiente. Tras una
deshidratacion progresiva con etanol y utilizando el 6xido de
propileno como liquido intermediario, se procedié a la inclusién en
resina Spurr (1969). Los cortes ultrafinos se contrastaron con
acetato de wuranilo y citrato de plomo (REYNOLDS, 1963), siendo
observados con los microscopios electrénicos PHILIPS CM-200 vy
HITACHI H-800.
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El material destinado a ser observado con el microscopio
electrénico se barrido se fijé de la misma manera que el destinado a
microscopia electrénica de transicién. Una vez deshidratado el
material, se le aplicé el método de ANDERSON del punto critico de
desecacién. A continuacién, las muestras se montaron sobre los
"stubs" y se procedié a su recubrimiento con una capa de oro de 20 a
50 nm de espesor. Las observaciones se realizaron con los
microscopios electrdénicos de barrido CAMBRIDGE Stereoscan SS-4 y
JEOL JSH-840.

Los microscopios electrénicos utilizados pertenecen al Servicio de
Microscopia Electrénica de la Universidad de Barcelona.

Resultados

El espermatoforo de H. roubaui es alargado y en forma de
"platano" (Ldm. I., fig. 2). Cuando estd en el recepticulo, presenta
una seccién circular con un didmetro méaximo de 140 um en la zona
media y una longitud de 600 um (Lam. I., fig. 2). En su extremo
apical no se observa ninguna estructura parecida a las "placas o
aparato de acoplamiento" (modificacién de 1la pared de la zona
anterior del espermatéforo que tiene por misién la sujeccién del
espermatéforo a 1la superficie del segmento genital de las hembras),
descritas en otras especies de copépodos calanoides.

En una seccién transversal del espermatéforo, se observan tres zonas
morfolégicamente bien caracterizadas: la pared, la regién periférica
vy la regidén central o "core".

1.- Pared del espermatéforo

La pared del espermatéforo alcanza un grosor de 2,5 - 3,5 um en
el receptaculo del espermatdéforo y tiene una textura muy
consistente. Dicha pared estd constituida por dos envolturas bien
diferenciadas segregadas a nivel del tramo final del conducto
deferente y de la vesicula seminal. Estas envolturas son la P
externa y lisa y la Pa muy desarrollada y estratificada. El sistema
de dos envolturas asi formado recuerda el aspecto de una cuticula
tegumentaria. La envoltura P de 50 nm de grosor aproximadamente,
simula una epicuticula, mientras que la envoltura Pa de 2,5 - 3,2 um
de grosor simula una procuticula (Lam. II., fig. 1).

La cubierta P es lisa e impermeable, de tal manera que la
penetracién en el interior del espermatéforo de los fijadores
utilizados corrientemente en microscopia electrénica es dificultosa
si antes no se le ha practicado una escisidn.

La cubierta Pa es estriada observandose una serie de bandas
claras alternando con otras de mayor electrodensidad, dispuestas
paralelamente (Lam., II., figs. 25 A55) Estas bandas estan
constituidas por un material fibrilar que se dispone formando cortas
arcadas.
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2.~ Regibén periférica del espermatdforo

La regiéon periférica, es una capa de 5-7 um de grosor,
constituida por una secrecidén liquida que esta situada justamente
por debajo de la pared, Esta capa engloba a su vez a los
espermatozoides que se sitian en la misma formando una corona
circular. Los espermatozoides son discoidales, estan muy deformados,
debido a la fuerte compactacién a que estan sometidos dentro de la
estrecha capa superficial del espermatéforo (Lam. 1II.,figs. 1,2,3).

3.- Regidén central del espermatéforo

La region central "core" del espermatéforo, estd ocupada por
una sustancia homogénea muy electrodensa, que engloba a una serie de
granulos en su interior. Se subdivide en dos capas o subzonas: una
periférica y otra central o interna.

La capa periférica estd situada junto a la regién superficial
del espermatéforo, y constituida por los grénulos ovoides alargados
de tipo C, elaborados a nivel del conducto deferente. Es una zona
estrecha de 1,2 um de grosor (Lam. II., fig 2,3). La capa interna,
ocupa la mayor parte de la zona central del espermatéforo, presente
inmersos en la sustancia homogénea dos tipos de granulos: unos de
0.57 um de diametro (gréanulos A) y otros de 38 nm de diametro
(granulos B), ambos redondos que se corresponden con los granulos
segregados a nivel de la zona anterior del testiculo y en los dos
primeros tramos del conducto deferente (Lam. II., figs. 1,6).

La disposiciédn ordenada y radial de los distintos
constituyentes del espermatéforo de H. roubaui, se mantiene durante
todo el proceso de la sintesis del mismo, asi como en el
espermatéforo una vez ha sido expulsado a través del gonoporo.

4,- Extrusién del espermatéforo

El espermatéforo maduro pasa del receptdculo del espermatéforo
hacia el estrecho conducto eyaculador y sale a través del gonoporo
(Lam, I., fig., 3); simultidneamente los componentes de la vesicula
seminal (el espermatdforo preformado) fluyen a su vez hacia la luz
vacia del receptaculo del espermatéforo. E1l paso del espermatéforo
preformado de la vesicula seminal al receptidculo del espermatéforo
es regulado por un esfinter muscular, situado entre ambas zonas del
conducto genital (RIBES, 1986).

A nivel de la zona anterior del espermatdforo ( como ya se ha
comentado anteriormente ) no se halla ninguna estructura que
recuerde a una aparato o sistema de acoplamiento del espermatéforo
presente en otras especies de copepodos.
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Explicacién de las figuras

Lamina [

Fig. 1, Aspecto de un ejemplar macho de H. roubaui observado con
el microscopio electrdénico de barrido. M.E.B. x 23.

Eaga o, Espermatéforo de H. roubaui separado del segmento genital
de la hembra. M.E.B. x 221.

1is O Detalle del segmento genital. Obsérvese la ancha hendidura

lateral, G, (gonoporo) situada en el borde posterior
izquierdo dicho segmento. M.E.B. x 217/650.

Lamina I1I

Fig.1. Aspecto ultraestructural del espermatéforo (SPF) a nivel
de la vesicula seminal descendente (VSD). En una seccién
transversal se observan tres zonas morfologicamente bien
caracterizadas: la pared (Pa), la regién periférica (Zp) ¥
la regién central o "core" (Zc). M.E. x 2.200.

Fig,2. Detalle de la regidén periférica del espermatdéforo (Zp)
donde pueden verse los espermatozoides (SZ) dispuestos
formando una corona circular. M.E. x 9.200.

Fig.3, Detalle, a mayor aumento, de la fotografia anterior
(Fig.2), donde puede verse la ultraestructure de un
espermatozoide maduro (SZ) en el interior del

espermatéforo. C: granulos tipo C de la zona central del
espermatoforo; Cr: Cromatina; M: Mitocondria; Zp: Regién
periférica del espermatozoide; (*¥): Cuerpo subesférico
fibroso; (flechas): Matriz extracelular adosada a la cara
externa de la envoltura plurimembranosa del
espermatozoide. M.E. x 26,000,

Fig.4. Detalle de la pared del espermatdéforo (Pa). Obsérvese que
esta constituida por una serie de bandas claras alternando
con otras de mayor electrodensidad, dispuestas
paralelamente. Estas bandas estan constituidas por un
material fibrilar que se dispone formando arcadas. M.E. x
34,000,

Fig.5. Detalle de la regién periférica del espermatéforo (Zp). Pa:
Pared del espermatéforo; (flechas): Matriz extracelular
adosada a la envoltura plurimembranosa del espermatozoide.
M.E. x 34,000,

Fig.6. Detalle de la regidén central o "core" del espermatéforo
(Zp). Esta regién estd ocupada por una sustancia homogénea
que engloba a una serie de granulos (A,B). M.E. x 26.000.
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El espermatéforo maduro, cuando sale del poro genital masculino
continua presentando la forma caracteristica de "platano", tiene una
longitud de 600-665 um aproximadamente y un didmetro maximo de 138-
140 um en la regién anterior (Lam. I., fig. 2). La seccién del
espermat6foro deja de ser circular, ya que aparecen cuatro
expansiones irregualres en forma de cruz que recorren de forma
longitudinal las tres cuartas partes Gltimas del espermatéforo, que
no se observan en la zona apical del mismo (Lam. I., fig. 2). Este
cambio de la forma externa del espermatéforo viene motivado por el
paso de éste a través de la zona posterior del conducto eyaculador
que tiene una luz muy alargada en forma de cruz, y estid delimitada
por una fina cuticula que actia a modo de molde (Lam. I., fig. 3).

El espermatéforo cuando estd unido al segmento genital femenino
esta generalmente vacio. La unién se efectiia mediante una sustancia
cementante que fluye del extremo superior del espermatdéforo. Es
frecuente observar hembras que llevan varios espermatdéforos colgando
del segmento genital, en forma de ramillete.

Discusién

La actividad glandular del aparato genital de H. roubaui,
empieza en el extremo anterior al testiculo, concretamente a nivel
del "casquete apical" constituido por unas células epiteliales de
tipo glandular que tienen las mismas caracteristicas morfolégicas
que las de la pared de la zona anterior del conducto deferente. A la
luz del "casquete apical" del testiculo son vertidas las células
germinales en fase de espermidtidas junto a una serie de sustancias
de secrecidén formando conjuntamente el 1llamado "liquido o plasma
seminal” (RIBES, 1986). Una actividad secretora testicular, también
se ha evidenciado en Calanus finmarchicus (LOWE,.-1935),  “en
Epilabidocera amphitrites (PARK, 1966) y en Labidocera aestiva
(BLADES & YOUNGBLUTH, 1981) entre otras especies. Sin embargo no
todas las especies de copépodos estudiados, presentan esta actividad
secretora del testiculo, en Acanthocyclops viridis (ROUSSET et al.,
1981), el testiculo no es secretor, y por tanto las sustancias que
intervienen en la formacidén del espermatéforo son elaboradas
exclusivamente a nivel del conducto genital.

Al "plasma seminal", se unen las sustancias elaboradas por la
pared de la zona anterior al conducto deferente. En la zona media de
este conducto, ademds de 1incorporarse nuevas sustancias de
secrecidén, tiene lugar la segregacidén de los componentes del "plasma
seminal” y 1la formacién de dos zonas concéntricas bien delimitadas
del espermatdforo: la zona central constituida por una sustancia
homogénea que engloba a una serie de granulos y la zona periférica
de naturaleza liquida que contiene a los espermatozoides (RIBES,
1986).
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Los componentes que constituyen la pared del espermatdéforo de
H. roubaui, son sintetizados a nivel de 1la zona posterior del
conducto deferente y en la vesicula seminal (RIBES, 1986).
Dichas observaciones coinciden con las realizadas por otros autores
(HEBERER, 1932; MARSHALL & ORR, 1955; PARK, 1966; BLADES &
YOUNGBLUTH, 1981). En los copépodos Naobranchia cygniformis (MANIER
et al., 1977) y Calanus finmarchicus (LOWE, 1935; RAYMONT et al.,
1974), la pared del espermatéforo se elabora en la vesicula seminal,
mientras que en Lernanthropus kroveri (COSTE et al., 1978) dicha
pared se sintetiza en la zona media del conducto deferente,

El proceso de formacién del espermatéforo en H. roubaui es
similar al descrito por PARK (1966) en Epilabidocera amphitrites y
por BLADES & YOUNGBLUTH (1981) en Labidocera aestiva, con la
excepcién de que en la zona anterior del receptaculo del
espermatéforo ("former") no se sintetiza ningin aparato o placa de
acoplamiento como ocurre en estas dos especies de copépodos
calanoides citadas. El espermatdéforo de H. roubaui, carece de dicho
aparato de acoplamiento en su extremo anterior, igual sucede en
Euchaeta  norvegica (HOPKINS, 1978); en ambas especies los
espermatéforos se sujetan al segmento genital de la hembra mediante
una sustancia adherente en el extremo apical de los mismos. Segin
HEBERER (1932), 1la presencia de un '"former" sencillo (que no
sintetice un aparato de acoplamiento) representa un caracter
primitivo en el sistema genital masculino de muchas especies de
copépodos que al evolucionar han dado lugar a otros tipos de
"former" mds complejos constituidos por una pared epitelial de tipo
secretor que elabora una gran cantidad de granulos de secrecién, los
cuales originaran las lédminas del aparato de acoplamiento.

La zona anterior del receptaculo del espermatéforo de H.
roubaui solo sintetiza un dnico tipo de granulos de secreciémn, los
granulos tipo I (RIBES, 1986), que corresponden
ultraestructuralmente a los '"gldébulos birrefringentes" secretados
por el sencillo "former" de Euchaeta norvegica ( HOPKINS, 1978) y a
los de tipo-2 producidos por el complejo "former'" de Labidocera
aestiva ( BLADES & YOUNGBLUTH, 1981).

HEBERER (1932), fundamentandose en el estudio del aparato de
acoplamiento del espermatéforo maduro y de la organizacién del
aparato genital masculino, (en particular, 1la morfologia del
"former") de un elevado nimero de especies de copépodos calanoides,
propuso un esquema filogenético. Tal como sefialan BLADES &
YOUNGBLUTH (1981) la confeccién de modelos evolutivos para los
copépodos, basados en la ultraestructura del aparato reproductor y
en la forma del espermatéforo, no es ttil debido a que actualmente
todavia es limitado el nimero de descripciones.
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La ultraestructura de la pared del espermatéforo de H. roubaui,
al igual que la de otras especies de copépodos, presenta una serie
de capas concéntricas de distinta electrodensidad, constituidas por
un material fibrilar, dispuesto en "arcadas".

GHARAGOZLOU-VAN GINNEKEN (1978) basandose en el aspecto
ultraestructural ¥y la composicidn quimica de la pared del
espermatéforo de Tisbe holothuriae, compara dicha estructura con la
cuticula de los artrépodos, ya que tiene una asociacidén de proteinas
v polisacaridos muy parecida a la de dicha cuticula tegumentaria.
Sin embargo estas dos estructuras no pueden ser consideradas como
estructuras homélogas ya que el proceso de formacidén de ambas es
distinto.

La naturaleza quimica diversificada de los granulos de
secrecién ¥y su situacidén ordenada dentro del espermatdéforo, sugiere
funciones diferentes para cada una de ellas. Las posibles funciones
de las secreciones seminales en el interior de los espermatdforos de
los copépodos han sido tratadas por diversos autores (FAHRENBACH,
1962; PARK, 1966; LEE, 1972; RAYMONT et al., 1974; GHARAGOZLOU-VAN
GINNEKEN & POCHON-MASSON ,1979 y BLADES & YOUNGBLUTH, 1981). Segin
FAHRENBACH (1962), los granulos de secrecién, existentes en la zona
anterior del cuello del espermatéforo de Diarthrodes cystoecus son
los responsables de la formacidon de un tubo que se endurece en el
momento en que se deposita el espermatéforo sobre el segmento
genital de 1la hembra., LEE (1972) describe en Centropages furcatus
una secrecién granular que sale de la zona anterior del
espermatéforo y al solidificar forma un tapén en la abertura genital
femenina. En Tisbe holothuriae (GHARAGOZLOU-VAN GINNEKEN & POCHON-
MASSON, 1979), la mayor parte de los granulos de secrecidn,
participan en la formacidén de las capas concéntricas que constituyen
la zona inferior o "esférula" del espermatéforo mientras que otros
como los denominados "granulos A", dada la posibilidad que tienen de
hincharse pueden ser los responsables de provocar, la emisidn de las
otras secreciones y de los espermatozoides.

Segin observan BLADES & YOUNGBLUTH (1981) en Labidocera
aestiva, el liquido seminal cuando sale del espermatdforo solidifica
en contacto con el agua de mar y forma un tubo a través del cual,
los espermatozoides pasan hacia el gonoporo de la hembra, sin
embargo, estos mismos autores no especifican cuales de los
componentes que constituyen el liquido seminal intervienen en la
formacion de este tubo.

En H. roubaui, atendiendo a la morfologia, naturaleza vy
distribucién de los distintos componentes del espermatdéforo, se
supone que los gréanulos de secrecidén y la sustancia homogénea de la
zona central o "core" tienen unas funciones relacionadas con la
adhesién del espermatéforo al segmento genital de la hembra y con la
expulsién de los gametos, mientras que el componente liquido que
engloba a los espermatozoides a nivel de la zona periférica tiene un
papel protector y nutricio de las células germinales.
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Otras posibles funciones de las secreciones seminales presentes
en los espermatéforos podrian estar relacionadas con:

- La capacitacién de los espermatozoides.
- La influencia en ciertos aspectos de la fisiologia

reproductiva y del comportamiento de la hembra, tal como
se describe en ciertas especies de insectos.

En el coleéptero Acanthorcelides obtectus (CASSIER & HUIGNARD, 1979)
v en el dictiéptero Bladera fusca (BROUSE-GAURY & GOUDEY-PERRIERE,
1983) la presencia de las secreciones seminales del macho dentro de
la bolsa copulatoria de la hembra estimula la oogénesis, induce la
oviposicidén e inhibe la receptividad.
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