
que els ce tieballs anteriors (Estadella et al. 1983, 1984a, 1984b) , a on 
la separació del s focus enzim-deficients permetia una quantificació dels 

mateixos independentment de la seva grandaria. En aquest model la quanti­

ficació s'haura de fer establint un criteri de forma i diametre que inclo­
gui tumors, noduls i focus enzim-deficients que quedin ben delimitats de­
gut al seu creixement expansiu , excluint aquelles arees irregulars i mal 
delimitades perla impossibilitat de diferenciar clarament els seus con ­
torns . 

Les alteracions observades al patró bioquímic del serum es poden clas ­

sificar en dos grups, aquelles que a tots els animals mostren un mateix 
grau d'alteració com, per exemple, la GPT i aquelles altres que presenten 
una gran heterogeneítat entre els animals com, per exemple, la gamma-GT. 

Mentre que les alteracions de tipus homogeni podrien ser imputables a la 
resposta del parenquima hepatic res idual a l'agress i ó de l model, les de 
tipus heterogeni poden ser explicables perla presencia de diferents ti~ 

pus d'hepat omes que poden tenir patrons enzimatics diferents . Les grans 
diferencies observades en el cas de la gamma-GT (en algun cas 50 vegades 
superior a1s valors normals) hauran de ser comparades amb els patrons his ­

tolog ics i histoquímics (pera la gamma-GT) . Cal pensar que el nivell se­
rie d'aquest enzim podria ser un parametre de gran valor indicatiu del 

desenvolupament d'algun tipus d'hepatomes . De fet , la gamma-GT és utilit za­
da a la clínica humana coma marcador tumoral i també aquest enzim s'ha 
detectat histoquímicament al fetge en diversos models d' hepatocarcinogene­

si experimental (Hanigan & Pi tot, 1985; Tatematsu et al. 1983). 
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A b s t r a c t 

Among the crustacea, only three subclasses show flagellate spermatozoa: 

Mystacorida , Branchiura , and Cirripedia . The other five subclasses namely , 

Branchiopoda, Cephalocarida , Ostracoda, Copepoda and Malacostraca, possess 

aberrant and varied spermatozoa which are very often i mmotile . 

The morphology and structure of the male gametes are so diverse in the 

Crustacea they will be described here in taxonomical arder, wheareas aspects 

of comparative spermatogenesis are grouped according to the constituent ele­

ments of the spermatozoan (acrosome and perforative organ , nucleus , kine-

tic structures, mitochondria, reserves , and accesory structures). 

Normal and abortive cells are developing in the testis of Diaptomus 

conexus . The first stages of spermatogenesis take place in the testicle . 

The evolution of nucleus and cytological components are described in this 

paper. The young spermatids are evacuated in the first part of the vas de­

ferens. The genital tract elaborates secretions which form the wall and the 

core of the spermatophore . Final maturation of the spermatozoa occurs as 

they pass through the genital duct. 

The Diaptomus conexus spermatozoan has not flagellum and is immotile . 

Your nucleus have not nuclear and your chromatin is not picnotic and lack 

an acrosome . 

Introducció 

La diversitat morfologica dels espermatozoides en l ' escala zoologica 

és molt considerable , sobretot a nivell dels invertebrats (esquema 1) . 

Coste et al (1982) de l'escola d'espermatologia de Montpellier van 

iniciar un estudien el que consideren la morfologia i l'estructura dels 

espermatozoides dels copepodes com un parametre complementari per deter­

minar relacions filogenetiques dins d'un mateix grup sistematic, com 

anys abans ho van fer Baccetti et al (1970 i 1976) i Afzelius (1972) per 

altres grups . 
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En els crustacis decapodes és habitual la forma estrella dels seus es­

permatozoides. La forma ameboidal o discoidal és la més frequent entre els 

espermatozoides dels crustacis inferiors : copepodes , ostracodes , cladocers , 

etc . Tenim pero algunes excepcions , així el espermatozoide de Mytilicola 

intestinalis , endoparasit del musclo , és filiforme (López Camps, 1979 i 

Coste et al 1982) , com també ho és el de Tisbe holothuridae especie molt 

ben estudiada per Pochon~Masson et al (1977), mentre que en Chondracanthus 

angustatus (Rousset et al 1978) és totalment est rellat, com si es tractés 

de l'espermatozoide d'un crustaci decapada . 

D E F a·· H I J 
A ~-

... ' 

.Fir 1J4. - Dive rsu formas de esperm•tozoidos. A, de Arbada; B . de CJ.ito11 ; C, de Raja; D, de 
·:RaKJ> 11cMl1NIQ; E., de lombriz de tierro.; F, de Grillo talpa; G, ,de Hydrophi/us; H, de A m• 
phios,u; 1, de BMfo; J, de Columba; K, de Mus; L, de Ho,,.ori11; M, de l nachus ; N, de Ascaris ; 

• O, de: Dromio. 

Esquema 1 : La diversitat morfolologica dels espermatozoides en l ' escala 
zoologica queda palesa en aquest esquema extret del "Manual de Zoologia" 
de Fuset Tubia, 2ª edició.,Barcelona , 1928. 

Les cel . lules germinals masculines de les especies de copepodes lliu­

res i parasits estudiats fins ara són aflagelats i per tant són immobils. 

Normalment tampoc tenen centríols tot i que hi han excepcions, així en 

Neobranchia cygniformis (Manier et al 1977) troben junta un ben desenvo­

l upat condrioma , dos centríols,i els espermatozoides filiformes de Tisbe 

holothuridae (Pochon- Masson i Gharagozlou- Van Ginneken , 1975) tenen un a-



crosoma conspicu , pero no observem ni centríol ni flagel , perla qual cosa 

són també immobils . 

En la ganada masculina de la majoria de les especies estudiades s'hi 

han trobat dues lineas germinals , una que presenta tates les etapes habi­

tuals del procés de l'espermatogenesi i l'altre que culmina en la forma­

ció d'espermatides abortives , que esdevenen material de secreció que d'al­

guna manera sembla que intervé en el final del procés de maduració de les 

espermatides de l'altre línea . 

Es al llarg del conducte deferent i de la vesícula seminal que culmi­

na el procés de maduració dels espermatozoides , ja encapsulats dins l'es­

permatofor . Aquest espermatofor és format perles secrecions de les cél . 

lules mucoses de la paret del tracte genital masculí i ha estat estudiat 

en diverses especies de copepodes liuures i parasits (Blades et al . 1981 . , 

Coste et al ., 1978 . ,Gharagozlou- van Ginneken ,1978 , Schaller , 1979 , entre 

al tres) . 

Material i metodes 

Els exemplars de Diaptomus conexus estudiats procedeixen de dos llacs 

canadencs: el Little Quill i el Blaine Lake . Han estat fixats" in toto" 

seguint el metode convencional de la doble fixació amb glutaraldehid-pa­

raformaldehid al 3 , 5% tamponat amb cacodilat sodic o bé en Sorensen, du­

rant dues hores a 42 C, seguit d'una postfixació amb tetroxid d'osmi al 

2% igualment t amponat i durant dues hores . Després d'una acurada deshidra­

tació amb series ascendents d'alcohol o d'acetona , s'ha procedit a la in­

clusió en Araldita o bé amb Araldita- Epon o bé en Spurr . 

La tinció habitual dels talls semifins ha estat amb blau de metile al 

1% en bórax i el contrastat dels talls ultrafins s'ha fet de manera ruti­

naria amb acetat d'uranil i citrat de plomb. S'han aplicat algunes reac­

cions especifiques , com la tecnica del EDTA segons Bernhard i també la de 

la metenamina argentica segons Thiery . 

L'observació dels talls ha estat feta amb un microscopi electronic de 

transmissió Phillips 200 del Servei de Microscopia Electronica de la Uni-

versitat de Barcelona. 

0bservacions i resultats 

El testicle de Diaptomus conexus esta format per dos tipus cel . lulars 

que pertanyen a la línea somatica i a la línea germinativa, ambdues moda­

litats formen part de l'epiteli germinatiu que constituiex l'estroma tes­

ticular, junt amb amebocits i elements fibrilars molt poc nombrosos . 
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La línea germinal, que és la que ens interessa , és doble , en el sen­

tit de que algunes cel.lules es modifiquen de manera diferent al reste i 

esdevenen abortives . 

El testicle, perla seva forma i perla seva textura pot considerar-se 

compartimentat. Hi ha una zona en la que predominen les espermatogonies i 

els espermatocits de primer ordre i una altre zona formada exclusivament 

per espermatocits de primer i segón ordre, és en aquesta area on trobem 

majoritariament les etapes de la meiosi. Finalment, hi ha la parten que 

es localitzen les espermatides, essent aquesta zona la que ens permet es­

tudiar els canvis més radicals a nivell nuclear. 

Les espermatides seran finalment lliurades al conducte deferent (Fot . 8) 

i sera en les vies genitals masculines que culminara llur maduració, amb 

la participació molt activa dels productes secretats merocrinament perles 

cel.lules epitelials de la mucosa genital. 

Espermatogonies 

Fot.l: Grup d'espermatogonies de Diaptomus conexus . Vegeu el considerable 
volum nuclear i la particular distribució de la cromatina . Alguns mitocon­
dris (m) apareixen lleugerement vacuolitzats (fletxes) . 10.000 x . 



Les espermatogonies són molt abundantoses en la gónada de les darre­

res fases larvaries del copépode, ésa dir, en la fase de copepodet. Per 

bé que en el testicle dels exemplars adults encara en hi ha unes quantes . 

Són cel . lules relativament menudes , de sis a deu micres de diametre amb 

un nucli molt voluminós que presenta un patró de distribució de cromatina 

molt diferent al de les etapes més avan9ades , grumolls densos a la peri­

ferie i cromatina laxe distribuida per tot el volum nuclear (Fot . l). 

El condrioma és poc desenvolupat i format per mitocondris allargats 

i de matriu for9a densa , ambles crestes generalment orientades longitu­

dinalment. En alguns casos es registren imatges de condriosomes vacuolats 

(vegeu fotografía n2 1). Ribosomes i partícules de glicogen de tipus beta 

donen una certa electrodensitat al citoplasma. No hem observat ni dictio­

somes· ni reticle endoplasmatic en aquest estadi . 

Ponts intercel . lulars de tipus obert es troben entre les espermatogo­

nies , formant uns petits cists. 

Espermatocits I 

Són el tipus cél . lular més abundantos de la zona germinativa del tes­

ticle . Són esferics i tenen de 18 a 22 micres de diametre , entre ells hi 

trobem habitualment ponts intercel . lulars oberts (Fot . 3) . destaca un nu­

cli mol t voluminós i la crom_atina ja té un aspecte for9a diferent a la de 

la fase anterior i apareixen complexes sinaptinemics quan els espermato­

cits I estan en fase de paquité . 

Els espermatocits I són els que tenen més mitocondris i habitualment 

es presenten dues poblacions mitocondrials , les rodones i les allargades. 

La matriu mitocondrial és molt electrodensa i en general tenen poques cres­

tes , encara que ben visibles. 

Ocasionalment s ' hi troba poc reticle endoplasmatic rugós i adopta dis­

posicions concentriques (Fot . 2) . 

Fot.2: Detall de la disposició concentrica (ER) del reticle . 20 . 000 x 



96 

fot . 3 : Espermatocits de primer ordre . El nucli de la cel . lula superior 
presenta diversos complexos sinaptinémics (fletxes) . En aquest estadi 

són frequents els ponts intercel . lulars de tipus obert ( * ) . El con­
drioma és for9a desenvolupat (m) . vegeu comen aquesta fase encara no 
s'ha iniciat la formació de la capa pentalaminar a nivell del plasma -
lemma . 18 . 000 x . 



Fot . 4: Detall dels complexos sinaptinemics en el nucli d'un espermatocit I 
en fase de paquité . 33 . 000 x . 

Espermatoci ts II 

És una fase molt curta del pr océs de l 'espermatogenesi d'aquesta es­

pecie , perla qual cosa les imatges són difícils d'obtenir . El volum nu­

clear ha minvat considerablement respecte a las e t apes anteriors i lacro­

matina és molt més densa , encara que es conserven a.reas de cromatina laxa 

(Fot . 5) . 

A nivel! del plasmalemma s' inicia la formació de la dita capa penta­

laminar . Aquesta formació compren el plasmalemma , un espai poc electrodens 
• o 

de 250 A de gruix i dues capes electrodenses de 200 A, separades per una 

franja discontínua, arnb interrupcions de poca electrodensitat . En ocasions 

sembla que sigui una capa trilaminar formada per : plasmalemma, espai clar 

i capa electrodensa . Aquesta formació es dona de forma casi continua al vol­

tant dels espermatocits i esdenvindra totalment continua en les espermatides . 

Els mitocondris pr esenten una matriu molt densa i s ' inicia un procés de 

perdua de crestes i de desaparició parcial de la membrana mitocondrial ex­

terna . En aquest estadi ja no trobem ponts intercel . lulars . 
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Fot. 5: Espermatocits de segon ordre . podem veure l ' inici de la formació 
de la capa pentalaminar (fletxes). 0bserveu la presencia encara de l'em­
bolcall nuclear , així com el patró de distribució de la cromatina . Vegeu 
com la població mitocondrial (m) encara esta for9a desenvolupada en aquest 
estadi . 30 . 000 x . 



Esperma ti des 

Diversos són els trets que tipifiquen les cel.lules germinals en aquest 

estadi . 

A nivell del nucli cal destacar la perdua de l'embolcall nuclear degut 

a la seva f ragment ació . Aquest pr océs va precedit per una lobulació del nu-

cli i perla condensació de la cromatina, la qual dona lloc a dos components ; 

un f ormat per granuls molt electr odensos que es troben diseminats entre ma-

ses de cromatina poc compactada . 

A nivell del citoplasma no trobem reticle endoplasmatic , de cap de les 

dues modalitats , ni tampoc dictiosomes ni centríols . El condrioma esta for­

mat per mitocondris que s ' han arrodonit , practicament han perdut les seves 

crestes , així com part de l es dues membr anes . Hi han pero alguns polirribo­

somes diseminats entre els granuls mitocondrials . 

A ni vell del plasmalemma apareix ja ben consolidada l a capa pentalami nar , 

té un gruix i composició similar a la que té en els esperma tocits de segon 

ordre . (Fot. 7) . 

Les espermatides abortives es tipifiquen per presentar una condensació fi ­

brilar molt particular de la c r omatina i el nucli queda quasi bé tot picno­

tic , incorporant en el seu interior els cossos mitocondrials , perdent total­

ment la seva individualitat , per desaparició de la doble membrana (Fot . 6) . 
., 

6 

Fot . 6: Espermatida abortiva . '/egeu la cromatina fibrilar i els mitocondris 
esdevinguts en cossos electrodensos . 26 . 500 x . 
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Fot . 7: Espermatides joves de Diaptomus conexus . A nivell del nucli podeu 
observar la particular condensació de la cromatina a modo de granuls elec­
trodensos així com l~inici de lobulació i perdua del embolcall nuclear en 
determinades zones . Vegeu els mitocondris globulars amb desaparició de 
les crestes . la capa pentalaminar es manté (fletxes) . 18 . 000 x 



Fot .8: Lliurement d'espermatides al conducte deferent (CD) . Vegeu la man­
ca del embolcall nuclear, així com la condensació granular de la cromatina 
i com aquesta arriba a ocupar tot el volum cel . lular ( * ) . A la part su­
perior de l ' imatge veiem una espermatida abortiva (EA) . 18 . 500 x . 

101 



102 

Fot . 9 : Espermatida lliurada al conducte deferent , en aquest ja es 
veuen grans de secreció (s) procedents de les cel . lules epitelials 
que formen la seva paret , cél . lules amb dictisomes (d) ben desen­
volupats així com amb molt de reticle endoplasmatic rugas (er) . 13 . 000 x 
Fot . 10: Dues espermatides a la llum del conducte deferent . 18. 000 x . 



Fot . 11: En aquest tram del conducte deferent ja s'ha iniciat la for­
mació de la paret del espermatofor ( * )a partir de les secrecions 
de les cel . lules mucoses de la paret de la via genital . Les primeres 
secrecions (s) lliurades en el tram inicial formen el "e.ore" o nucli 
del espermatofor . 18 . 000 x . 
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Discussió i conclusions 

Hem constatat que l'espermatogenesi de Diaptomus conexus presenta 

els trets generals ja descrits en la formació de gamets masculins d'al­

tres especies de copepodes de vida lliure (Blades i Youngbluth, 1982., 

Brown,1970.,Ribes, en premsa). 

De forma ovoide, en ocasions lleugerament ameboidal, els espermatozoi­

des d'aquesta especie no tenen acrosoma, tampoc presenten centríols i el 

seu nucli ha perdut l'embolcall, tot i expansionar-se considerablement, 

fins el punt que la cromatina arriba a contactar amb el plasmalemma. El 

material nuclear, sense arribar a ser picnotic,adopta un aspecte alta­

ment granular, encara que es mantenen arees de cromatina laxa. 

Com ja s'ha descrit en altres especies, a nivell dels espermatocits 

II i en les espermatides apareix la capa pentalaminar. El seu origen res­

ta enigmatic i no tenim cap indici de que els dictiosomes o el reticle 

endoplasmatic intervinguin en la seva formació, com tampoc ~s probable que 

l'embolcall nuclear hi participi, com proposen, en els crustacis decapodes, 

Moses (1961) i Rinsch (1980) entre altres. No sembla pausible, pel fet que 

aquesta capa apareix en els espermatocits II quan encara no ha desaparegut 

la doble membrana nuclear. 

Ponts intercel . lulars de tipus obert s'han trobat entre les cel . lules 

de les primeres etapes de l'espermatogenesi, fet ja descrit en altres es­

pecies de copepodes i d'invertebrats en general i que d'alguna manera ga­

ranteix la sincronització de les divisions cel.lulars (Durfort et al.1980 

en copepodes parasits). , 

Al igual que en altres especies estudiades, l'acabament de l'espermio­

genesi té lloc en el conducte deferent i en l'espermatofor, aquest esta 

format a expenses de les secrecions de ies cel . lules de la mucosa del con­

ducte deferent (Durfort et al, 1985.,Hopkins, 1978). 

Fora molt interessant estudiar l'ultraestructura dels gamets, una vega­

da expulsats dels espermatofors, ja en les vies genitals femenines, pero 

per el moment no tenim imatges representatives en aquesta especie . 

Queda pendent l'estudi electroforetic de les proteines nuclears per po­

der constatar si els trets ultraestructurals, així com les dades bioquími­

ques permeten treuren conclusions filogenetiques, com assenyalen els tre­

balls d'Afzelius (1972) i comparar els resultats amb els obtinguts per 

Coste et al (1978, 1979) en especies parasites . 




