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Abstract

Ultrastructural aspects of spermatogenesis in Hemidiaptomus roubaui

(Copepoda, Calanoida).
On the apical zone of the testis of Hemidiaptomus roubaui, we.

find spermatogonia and young spermatocytes in leptotene stage proper

to the prophase of the first meiotic division. Both cellular types
are undistinguishable and show a big nucleus 6-1 urn in diameter.

Within it we can observe large pellucid zones and, next to them, chr�
matine masses and one or two nucleoli 1.5 um in diameter are readily

distinguished. The cytoplasm shows a great deal of ribosomes and a

set of granular endoplasmic reticulum saccules. Mitochondria are pla
ced around the nucleus. Since now we have no evidence of the existen

ce of centrioles in this stage.
On the intermediate zone we find spermatocytes in zygotene, pachZ

tene and diplotene stages. These cells show a big spheroidal nucleus

measuring between 7 and 9 �.: In these stages chromosomes appear more

brightly due t:o their being in a. higher- degreè. of spiralization. Sy

naptonemic complexes figures are also observed. In the cytoplasm.,
electrodense cisternae assotiation with the "nuage" can be explained

as a transitory differentiation of an acrosome. Germ cells show syn

cytial unions during these stages due to the existence of intercellu-

lar bridges.
Spermatids fill the te�tis anterior zone and they are surrounded

by the vegetative cells cytoplasm. They show a big nucleus in a very

irregular shape, full of condensed chromatine granules. Large mito

chondria with tubular cristae are placed in the perinuclear cytoplasm.

Endoplasmic reticulum saccules lean against the cellular membrane

and they become a plurimembranous cover. We can observe two evolution

model in spermatids: the ones which give rise to functional spermato

zoa and the abortive ones, which degenerated and are phagocytized by

vegetative cells.

In the deferent duct spermatids give rise to discoidal aflagella-

ted spermatozoa.
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Introducci6n

La morfologia del aparato genital masculino y del proceso de la

e6permatog�nesis de los cop�podos calanoides ha sido estudiada en

varias especies, la mayoria pertenecientes a g�neros marinos. A nivel

de microscopia 6ptica los estudios datan de principios de siglo: Para

calanus parva (RETZIUS, 1909), Eurytemosa velox (RETZIUS, 1909), Diap

tomus castor (HEBERER, 1924), Sapphirina ovalolanceolata. (HEBERER,

1932), Calanus finmarchicus (HEBERER, 1932 y 1937; LOWE, 1935; MAR

SHALL, 1952 y MARSHALL y ORR, 1955) y Epilabidocera amphitrites (PARK,

1966), sin embargo, los estudios realizados con el microscopio elec

tr6nico son escasos: Calanus hiperboreus (BROWN, 1970), Calanus �
marchicus (RAYMONT et al., 1974) y Labidocera aestiva (BLADES y YOUN

GBLtITH,198l y 1982). Todos ellos coinciden en describir a los esperm�

tozoides como unas c�lulas redondas, ovoides o discoidales, carentes

de centriolos, de acrosoma y de flagelo, por tanto inm6viles. Este

tipo de gameto masculino puede cnnsiderarse el arquetipo comdn del de

todos los cop�podos.

Los espermatozoides son transferidos a las hembras mediante espe�

mat6foros que se unen al segmento genital junto al gonoporo, llegando

por via subcuticular a las espermatecas donde se almacenan dando lu

gar a una fertilizaci6n interna.

Material y M�todos

Hemidiaptomus roubaui es � cop�podo calanoide planct6nico de

agua dulce, que vive en aguas temporales. Los ejemplares utilizados

para este estudio proceden de unas lagunas efimeras de sustrato tur

boso cercanas a la poblaci6n de Campmany (Girona).
Dada la dificultad de extraer el aparato reproductor, se procede

a una fijaci6n "in toto" del animal, por inmersi6n en una mezcla de

paraformaldehido-glutaraldehido (KARNOVSKY, 1965) tamponada con fos

fato 0,2 M (pH 1,4) a temperatura ambienteodurante 3 h. Jlespu�s de

un lavado exhaustivo con tamp6n fosfato 0,2 M se procede a una po st-

fijaci6n de 1 h. con tetra6xido de osmio al 2 % en el mismo tamp6n y

a temperatura ambiente. Tras üna deshidrataci6n progresiva con etanol
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y utilizando el 6xido de propileno como lIquido intermediario, se pro

cede a una inclusi6n en resina spurr (1969). Los cortes ultrafinos se

contrastan con acetato de uranilo y citrato de plomo (REYNOLDS, 1963),
siendo observados en un microscopio electr6nico PHILIPS EM-200 del

Servei de Microscopia Electr�nica de la Universitat de Barcelona.

Observaciones

El aparato genital masculino de H. roubaui consta de un �ico tes

ticulo y de un largo conducto genital que se extiende desde el extre

mo anterior del testiculo y se dirige hacia-atr's por el lado izquier

do de la cavidad perivisceral, terminando en una amplia hendidura ven

trolateral a nivel del primer segmento urosomal.

El conducto genital, atendiendo a las particularidades morfo16gi

cas propias de su epitelio de revestimiento, se divide en cuatro zonas

anat6micas: el conducto deferente, la ves!cwla seminal, el recept'culo

del espermat6foro y el conducto eyaculatorio.

El testiculo se sit�a- dorsalmente en la regi6n media del cefalo

t6rax, est' limitado por una delgadamembrana basal a su vez unida al

t.e;jido coneotivo que rodea al conducto digestivo. Lai. diferenciaci6n

celular se efect�a unidireccionalmente desde el extremo distal al pro

xima� donde se inserta el conducto defere�te.

En la. zona pos'ierior o distal del testiculo se encuentran las es

permatogonias y los espermatocitos en fase de leptoteno propia de la

primera divisi6n mei6tica. Ambos tipos celulares, morfo16gicamente

indistinguibles entre sí, se caracterizan por tener un gran n�cleo de

6-7 urn de di'metro. En su interior, junto a amplias zonas claras, des

tacan los ac�ulos de cromatina y uno o dos nucléolos de 1,5 um (figs.

ly2). El c.itoplasma presenta un fondo rico en material granular, pre

sumiblemente de naturaleza ribosomal, y una serie de s'culos de reti

culo endoplasm�tico rugoso en disposici6n paralela a la envoltura nu

clear-(fig. 2). Las mitocondrias son pequeñas, alargadas y con pocas

crestas. Hasta el momento no se han evidenciado en esta fase centrio-

los.
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A nivel de la zona media del testículo se localizan los esperma

tocitos en las fases de zigoteno, paquiteno i diploteno. Estas células

presentan un gran núcleo esferoidal de 7-9 urn que ocupa casi toda la

c�lula (figs. 3 y 4). En estas fases los cromosomas aparecen con ma

yor nitidez, dado el aumento de espiralizaci6n que han sufrido y se

observan figuras que corresponden a complejos sinapton�rnicos (fig. 3).

En el citoplasma existen acúmulos de "nuage" asociados a cisternas

electrodensas y elementos membranosos, que se podrian. iriterpretar

como una diferenciaci6n temporal de un acrosoma (fig. 5), se obser

van tambi�n mitocondrias, un aparato de Golgi constituido por unos

cuántos s�culos, algunQs vesiculas y l�minas anulares (fig. 6). Las

fasas siguientes a. 1� pr-of'ase I se suceden muy r�pidamente sin un cla

ro período iriterfásü:.o que, permita. diferenciarlas con exa.c.titud."

Durante la espermatogénesis. es frecuente observar entre las célu

las germinales uniones sinciciales debido a la presencia de puentes

intercelulares resultado de citodiéresis incompletas. Se distinguen

dos modalidades de puentes intercelularesl los abiertos y los obtura

dos (fig. 7 y 8). En ellos se aprecia la transformaci6n que sufre la

membrana. plasm�tica a este nivel, al expansionarse y originar una es

truQtura en forma de "maza" (fig. 7). En los puentes obturados, entre

las dos formaciones" en mazà" que constituyen los limites del puente,

se sitán varios s�culos membranosos derivados del reticulo endoplas

m£tico que se van arqueando a medida que se alejan de la zona media

de la luz (fig. 8).
En la zona anterior del testículo se encuentran .las esperm£tidas

que provienen de la divisi6n reduccional, rodeadas de las células ve

getativas o accesorias. Las esperm£tidas j6venes son c��ula� ligera

mente ovaladas con un núcleo en posici6n central que se caracteriza

por la organizaai6n laxa de la cromatina. Los primeros signos de ini

cio de la espermiogénesis se manifiestan por la aparici6n de varias

masas granulares, compactas y dens�s, de cromatina que se sitúan cerca

de la membrana interna del núcleo (fig. 9). Estos acúmulos de cromati

na, parecen estar originados por la uni6n de múltiples fibrillas
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situadas en la zona más central del núcleo. Las esperm�tidas maduras

son células subesféricas de contorno ondulado debido al gran número

de cortas expansiones que presenta la membrgna plasmática.• Se carac

terizan por su gran núcleo lobulado, lleno de gránulos de cromatina

condensada. (figs. 10, 11 y 12). Adosadas a la cara externa de la en

voltura nuclear se observa un elevado número de mitocondrias, de gran

talla. y con pocas crestas. en disposici6n paralela (fig. 11); el rest.o

del citoplasma está lleno de ribosomas. Cuando las espermátidas entran

en contacto con el citoplasma de las células vegetativas, se forma

una membran� electrodensa a lo largo de la cara interna de la membra

na plasmátic� de las espermátidas, originándose una envoltura pluri

membranosa en la cual se alternan capas paralelas de baja yalta den

sidad electr6nica que confieren un aspecto pentalaminar (fig. 12).

Las células vegetativas que rodean a las espermátidas tienen uno

o dos núcleos con aCÚIDulos de heterocromatina adosado� a su envoltu-

ra nuclear y un nucléolo. En el citoplasma aparecen sáculos de retí

culo endoplasmático rugoso, dictiosomas del aparato de Golgi y gran

des vesiculas de fagocitosis conteniendo espermátidas en proceso de

digesti6n (fig. 10).

Las espermátidas son liberadas a la luz del conducto deferente

(fig. 13) donde continúan madurando y dan lugar a unos espermatozoi

des de forma discoidal y carentes de flagelo, cuya morfologia interna

recuerda a la de las espermátidas. La cara externa,de la membrana pen

talaminar es�á recubierta por un grueso glycocályx. (fig. 14).

Discusi6n

El estudio ultraestructur�l de la espermatogénesis de Remidiapto

mus roubaui es semejante al descrito en las otras especies de calanoi

des estudiadas: Calanus hiperboreus (BROWN., 1910), Calanus finmarchi

cus (RAYMONT et al.,1914) y Labidocera aestiva (BLADES y YOUNGLUTH,

1982) •

Durante la gametogénesis de li.roubaui, los primeros estadios ce-

lulares adoptan una disposici6n sincicial al igual que ocurre en otras

especies, tanto de invertebrados como de vertebrados, ésto es debido
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a la presencia de puentes intercelulares que contribuyen a la creaci6n

de un tipo de sincronismo en la diferenciaci6n celular durante el pro

ceso de la espermatog�nesis (FAWCET� et al., 1959). En li. roubaui se

distinguen dos modalidades de puentes intercelulares: los abiertos y

los obturados; �stos �ltimos presentan una morfologia parecida a los

descritos en varias especies de mamiferos (NAGANO, 1961; DYM '7 FAW

CETT, 1911) Y en el cop�podo par�sito del mejil16n, !ytilicola intes

tinalis, (DURFORT et al., 1980).
En el testiculo de H. roubaui, se observa dos tipos de evoluci6n

de las c�lulas germinales: las esperm�tidas que dar� lugar a los es

permatozoides y las esperm�tidas abortiv.as que degeneran, siendo fago

citadas- por las c�lulas vegetativas, localizadas en la zona anterior

del testiculo. Segdn BLADES y :roUNG'BL1YfR{1982), en Labidocera aestiva,

la fagocitosis de las esperm�tidas por parte de las c�lulas vegetati

vas, junto con el control hormonal, constituye un mecanismo de regula

ci6n en la producci6n de espermatozoides.

En los crustáceos deuápodos (MOSES, 1961; HINSCH. 1980) y en los

arácnidos (JUBERTHIE y MANIER,. 1916; REGER, 1969), la membr-ana. plasm�

tica y la envoltura nuclear de los espermatozoides se fusionan origi

nando una estructura pentalaminar, dentro de la cual se mezclan la

cromatina con los org�ulos citoplasmáticos. En H. roubaui, al igual

que en Labidocera aestiva (BLADES y YOUNGB-LUTH, 1982) la {ormaci6n de

la.membrana.celular- pentalaminar tiene lugar cuando las espermátidas

a� estAn rodeadas por las c�lulas vegetativas y mucho antes de tener

lugar la fragmentaci6n de la envoltura nuclear. No se han observado

It complejos membranosos II asociados Gon las mitocondrias, tal como

ocurre en otras especies de crust�ceos (LANGRETK, 1969; REGER,y FITZ

GERALD, 1919; BLADES y YOUNGBLUTH, 1982). Las mitocondrias se encuen

tran repartidas entre los numerosos gr�ulos de cromatina condensada

que ocupa la totalidad del espermatozoide.
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Explicaci6n de las figuras

Fig. l. Aspecto ultraestructural de un corte transversal del extremo

distal del test!culo mostrando espermatocitos j6venes. (3�180x).

Fig. 2. Ultraestru�tura del núcl�olo(N) de los espermatocitos en pre

lepmteno y leptoteno. (ER) Reticulo endoplasmático rugoso.

(22.950 x).

Fig. 3. Espermatocito I en zigoteno/paquiteno. Dentro del n�cleo se

observan complejos sinapton�micos (es). (10.260 x).

Fig. 4. Espermatocitos I en diploteno. (N) N�cleo con la cromatina re

partida homogeneamente. (3.180 x).

Figs. 5 y 6. Detalles del citoplasma de un espermatocito l. Aa: Apara
to de Golgi; LA: Láminas anulares; M: mitocondria; Nt N�cleo;
Nu-Vs: Asociaci6n de material electrodenso "nuage" con vesi

culas y elementos membranosos. (39.690 x).
'

Fig. 1. Puente abierto. D: Densificaci6n de los extremos del puente;
MA: Figura en forma de maza que limita la luz del puente.

(52.380 x).
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Fig. 8. Puente obturado por varios s�culos de reticulo endoplasm�tico.
Obsérvese la form� arqueada que adoptan los B�culos a nivel de
la zona central del puente. (30.240 x).

Fig. 9. Ultraestructura de varias esperm�tidas j6venes al inicio de la

maduraci6n. CRt Gránulos de cromatina condensada; )11: Mitocon

drias; N: Núcleo. (22.800 x).

Fig.lO. Zona proximal del testlculo. C�lulas vegetativas(Cv) rodeando
a-_ las esperm�tidas (SP) en distintas fases de maduraci6n. SP":

Esperm�tida abortiva fagocitada por las células vegetativas.
(6.000 x).

Fig.ll. Detalle ultraestructural de las mitocondrias y de la cromati

na nuclear de una esperm�tida. (22.950 x).

Fig.12. Ultraestructura de la membrana plasm�tica de las esperm�tidas.
Obsérvese su configuraci6n pentalaminar. (52.380 x).

Fig.13. Aspecto de las esperm�tidas a nivel del conducto deferente.

(10.800 x).

Fig.14. Ultraestructura de un espermatozoide maduro en el interior del

espermat6foro. CR: Gránulos de cromatina condensada; GL, Gly
cocalyx adosado a la cara externa de la membrana celular pen

talaminar (flechas). (32.000 x).
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