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RESUM

Els espermatozoides dels crustacis decapodes es caracteritzen per tenir un nucli amb
cromatina poc condensada, un acrosoma complex i un citoplasma reduit sense flagel. Es
disposa d'una amplia informacio sobre la ultraestructura i variabilitat morfologica dels es-
permatozoides dels crustacis decapodes, i particularment dels braquitirs, ja que la seva es-
pecificitat ha permes utilitzar-los com a caracter filogenetic, pero el procés d’espermato-
genesi i la naturalesa de les proteines associades a la cromatina dels espermatozoides sén
qliestions encara no resoltes. En aquest treball hem tractat aquestes dues qiiestions utilit-
zant com a model dues especies de braquitirs: la cabra de mar, Maja brachydactyla, i el bou
de mar, Cancer pagurus. D’aquesta manera, hem realitzat una breu descripci6 de la morfolo-
gia de l'aparell reproductor masculi de M. brachydactyla, hem localitzat el lloc on es desen-
volupa l'espermatogenesi i hem descrit la formacid dels espermatofors que son transferits
ala femella. A continuacié, hem comparat el procés d’espermatogenesi de M. brachydactyla,
amb els estudis fets en altres especies, considerant de manera preferent la formacié de
I'acrosoma. Finalment, hem descrit diferents aspectes del nucli dels espermatozoides dels
braquitiirs, fent un estudi especific de les proteines associades al nucli de 1'espermatozoi-
de de C. pagurus.

Paraules clau: aparell reproductor masculi, espermatogenesi, espermatozoide, cromati-
na, Brachyura.
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SPERMATOGENESIS IN CRABS (CRUSTACEA: BRACHYURA).
AN ATYPICAL CONDENSATION MODEL OF THE SPERMATIC NUCLEI

SUMMARY

Decapods crustacean spermatozoa are characterized by a nucleus containing a low con-
densed chromatin, a complex acrosome and reduced cytoplasm lacking of flagellum. Large
information on ultrastructure and morphological variability of the spermatozoa is availa-
ble in crustacean particularly, in Brachyuran, since their specificity has been used as a phy-
logenetic character. However, the spermatogenesis and the nature of the proteins associ-
ated to chromatin in the nucleus of the spermatozoa are still unclear. In the present study;,
we have dealt both topics using two brachyuran species as model: the spider crab, Maja
brachydactyla and the edible crab, Cancer pagurus. Thus, we have briefly described the mor-
phology of the male reproductive system of M. brachydactyla in order to locate the sperma-
togenesis process and to describe the formation of the spermatophore transferred to the
female. Finally, we have also described and compared with previous studies, the sperma-
togenesis process of M. brachydactyla with special attention to the acrosomal vesicle. We
have finished our study describing the different characters presented in the nucleus of the
spermatozoa, with special reference to the proteins associated to chromatin in C. pagurus.

Key words: male reproductive system, spermatogenesis, spermatozoa, chromatin,

Brachyura.

INTRODUCCIO

A diferencia d’altres grups taxonomics,
els crustacis decapodes presenten un es-
permatozoide caracteritzat per la falta de
flagel, un nucli amb una cromatina laxa i
poc condensada i un acrosoma complex de
gran varietat morfologica (Felgenhauer i
Abele, 1991). La morfologia de l'espermato-
zoide dels crustacis decapodes va despertar
gran interes, i va donar lloc lloc a les prime-
res descripcions de l'espermatogenesi dels
braquitirs (Binford, 1913; Fasten, 1918, 1924,
1926; Nath, 1932; Estampador, 1949). La uti-
litzacié de la microscopia electronica va
permetre observar la ultraestructura dels
diferents components de l'espermatozoi-
de (Yasuzumi, 1960; Langreth, 1969; Reger,
1970; Medina i Rodriguez, 19924), i va mos-
trar una gran diversitat morfologica en els

espermatozoides dels crustacis decapodes,
la qual cosa ha estat utilitzada per dur a
terme reconstruccions filogenetiques, espe-
cialment en els braquitirs (Jamieson, 1991g,
1994b; Jamieson ef al.,, 1995). Tanmateix, la
utilitzacié de la microscopia electronica va
demostrar que la cromatina d’aquests es-
permatozoides era poc electrodensa, i aixo
indicava una falta de compactacié del DNA
i va obrir les portes a l'estudi de les prote-
ines associades a la cromatina en l'esper-
matozoide (Chevaillier, 1966a, 1967, 196§;
Vaughn i Locy, 1969; Vaughn i Hinsch, 1972;
Vaughn i Thomson, 1972).

Els estudis ultraestructurals de l'esper-
matogenesi van anar perdent interes al vol-
tant de I'any 1970, i alguns aspectes, com
ara l'origen de l'acrosoma, el sistema de
membranes de l'espermatozoide, la baixa
condensaci6 de la cromatina i la naturale-



sa de les proteines associades, van quedar
sense resoldre. En el present treball tractem
el procés de l'espermatogenesi i I'estudi de
les proteines associades a la cromatina dels
nuclis dels espermatozoides.

L'APARELL REPRODUCTOR
DELS BRAQUIURS

La cabra de mar, Maja brachydactyla

Labsencia del flagel és un dels aspec-
tes més caracteristics en els espermatozoi-
des dels crustacis decapodes (Felgenhauer
i Abele, 1991); per tant, els espermatozoi-
des resten immobils o tenen una mobili-
tat reduida, i és per aix0 que els crustacis
decapodes han desenvolupat diferents es-
trategies reproductives, que assoleixen la
maxima complexitat en els braquitirs. Els
mascles dels crustacis decapodes transfe-
reixen els espermatozoides en estructures
anomenades espermatofors, que en els bra-
quitlirs estan formats per espermatozoides
envoltats per una capa de material amorf,
envoltats de grans quantitats de fluids se-
minals (Hinsch, 1991; Subramonian, 1991).
Els espermatofors i els fluids seminals dels
braquitirs son injectats mitjang¢ant el primer
parell de pleopodis modificats per a la fun-
cié copuladora (gonopodis) als receptacles
seminals de la femella, uns allargaments de
l'aparell reproductor connectats als ovaris
per uns oviductes (Bauer, 1986; Rotllant et
al., 2007). La fecundacio és interna i es pro-
dueix aprofitant el pas dels oocits per una
cambra dels receptacles seminals de la fe-
mella abans de ser alliberats pels gonopors
i ser adherits als pleopodis (Diesel, 1991).

Laparell reproductor masculi dels bra-
quitirs consta de dos testicles, dos vasos de-
ferents i dos conductes ejaculadors situats
sobre I'hepatopancrees (vegeu la figura 1a).
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Els testicles es localitzen a la part anterior
del cefalotorax, i s'estenen anteriormenti la-
teralment en forma de banyes. En algunes
especies, ambdos testicles estan units per
una comissura localitzada entre l'estomac i
el cor (Mouchet, 1931). Els braquiiirs presen-
ten dos tipus de testicles (Nagao i Muneha-
ra, 2003): els de forma lobular, que també es
troben en la resta de decapodes, i estan for-
mats per uns acins o lobuls connectats per
un conducte collector, i els de forma tubu-
lar, exclusius dels braquiiirs, que estan for-
mats per un unic tub seminifer molt reca-
ragolat. Malgrat les diferents morfologies,
la fisiologia del testicle sembla equivalent
en ambdds casos. Les espermatogonies es
troben a la periféria del lobul o del tub se-
minifer i els diferents estadis de 1'esperma-
togenesi ocupen l'espai central. A I'extrem
oposat de les espermatogonies es troba ge-
neralment la zona collectora testicular, que
transporta els espermatozoides al conduc-
te deferent. En el cas de M. brachydactyla, els
testicles s'estenen descrivint un arc des de
la base de l'epipodi del maxillipede fins a la
part anterior del cor. Cada testicle esta for-
mat per un unic tub seminifer altament re-
caragolat, i per aix0 ha estat classificat com
a testicle tubular (Simeo et al., en revisio)
(vegeu la figura 1b). El tub seminifer de M.
brachydactyla es troba organitzat en tres zo-
nes: germinal, de transformacio i d'evacua-
cié (Simeo et al., en revisid) (vegeu la figu-
ra 1c). La zona germinal esta localitzada en
un pol del tub, i conté espermatogoniesi cel-
lules accessories. Aquesta zona és una fina
capa durant la major part de l'espermatoge-
nesi i augmenta de mida en el moment en
que la zona de transformacié presenta es-
permatozoides. La zona de transformacio
ocupa la zona central i és on es produeix la
maduraci6 dels espermatocits fins arribar
als espermatozoides. Fs en aquesta zona on
les cellules gametiques es troben acompa-
nyades per prominents cellules accessories
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(vegeu la figura 1c). La zona d’evacuaci¢, al
pol oposat al de la zona germinal, conté ex-
clusivament els espermatozoides produits a
la zona de transformacio i els trasllada fins
al conducte deferent, on son empaquetats
en espermatofors.

El conducte deferent dels braquiiirs esta
situat a la part posterior del cefalotorax, i es
divideix en tres regions: anterior, mitjana i
posterior, d’acord amb criteris morfologics

o
ke

DP

>

i funcionals (Krol ef al., 1992). El conducte
deferent anterior és un tub on es produeix
la formaci6 de I'espermatofor mitjancant les
secrecions de l'epiteli de la paret del con-
ducte. Les regions mitjana i posterior del
conducte deferent son els llocs d'emmagat-
zematge dels espermatofors i de la produc-
ci6 dels fluids seminals que els engloben
durant l'ejaculacié (Diesel, 1991). Aquestes
dues regions presenten expansions laterals

FiGURA 1. Maja brachydactyla. a) Diagrama de I’anatomia interna; es mostra I’aparell repro-
ductor localitzat en el cefalotorax. b) Diagrama que representa la morfologia externa del testi-
cle amb un unic tub seminifer (cap de fletxa blanca) i del conducte deferent amb la preséncia
de diverticles que van augmentant des del conducte anterior fins al mitja (cap de fletxa negra);
el conducte deferent posterior és un tub que té associada una glandula accessoria formada per
diverticles molt ramificats. ¢) Seccid transversal del tub seminifer (MO, tincié de Mallory); el
tub seminifer es troba dividit en tres zones: germinal, de transformacié i d’evacuacio. d) Por-
cio distal del conducte deferent anterior (MO, hematoxilina i eosina); els espermatofors ja for-
mats es troben envoltats per les secrecions produides per I’epiteli. Brq: branquies; CA: céllula
accessoria; CDA: conducte deferent anterior; CDM: conducte deferent mitja; CDP: conducte
deferent posterior; Epp: epipodi; Ept: epiteli; Esp: espermatofor; Est: estomac; GAc: glandu-
la accessoria; Hep: hepatopancrees; pd: porci6 distal del conducte deferent anterior; pp: por-
ci6 proximal del conducte deferent anterior; T: testicle; ZE: zona d’evacuacio; ZG: zona ger-

minal; ZT: zona de transformacio.



o diverticles que augmenten la superficie
de secrecid i el volum d'emmagatzematge,
i assoleixen mides considerables (Mouchet,
1931; Adiyodi i Anilkumar, 1988).

En M. brachydactyla, tal com s’ha des-
crit en la resta de braquiiirs, el conducte
deferent també s’ha dividit en tres regions
(Simed et al., en revisid) (vegeu la figura 1b).
El conducte deferent anterior és un tub do-
blegat dividit en dues porcions: proximal i
distal; la porci6é proximal, propera al testi-
cle, és un tub llis, mentre que la distal pre-
senta uns petits diverticles aillats (vegeu la
figura 1b). Alllarg del conducte deferent an-
terior es produeix la formacié de 'esperma-
tofor, de manera que els espermatozoides
provinents dels testicles s’agrupen en pe-
tites masses mitjancant dues secrecions de
I'epiteli secretor de la paret del conducte de-
ferent (vegeu la figura 1d). El conducte defe-
rent mitja és un tub enrotllat helicoidalment
que presenta un gran nombre de diverti-
cles localitzats en un pol del tub (vegeu la
figura 1b); tant a la llum d’aquest conduc-
te com als diverticles es troben grans quan-
titats d’espermatofors envoltats per noves
secrecions elaborades per l'epiteli d’aques-
ta regié del conducte (vegeu la figura 1d).
El conducte deferent posterior té associada
una gran glandula accessoria, formada per
diverticles altament ramificats que produ-
eixen i emmagatzemen un fluid seminal se-
cretat per l'epiteli de la seva paret (vegeu la
figura 1b), que és abocat al conducte defe-
rent posterior i engloba els espermatofors
provinents del conducte deferent mitja du-
rant l'ejaculacio.

El conducte ejaculador de M. brachydactyla
esta situat entre la musculatura de la coxa
de la cinquena pota marxadora. En la seva
paret per sota de l'epiteli mostra una capa
de musculatura esqueletica molt desenvo-
lupada, que és la responsable de l'extrusio
dels espermatofors i del fluid seminal fins
al gonopor (Simeo et al., en revisio).
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L’ESPERMATOQENESI
DELS BRAQUIURS

L'espermatogénesi de la cabra de mar,
Maja brachydactyla

Lestudi de l'espermatogenesi de M. bra-
chydactyla s’ha centrat en la zona de trans-
formacio del tub seminifer, on podem tro-
bar des dels espermatocits primaris fins als
espermatozoides madurs (Simed et al., en
preparacio) (vegeu la figura 1c).

Els espermatocits primaris son cellules
esferiques amb una alta relacié nucli/cito-
plasma (vegeu la figura 2). El nucli és esferic
ivoluminds i ocupa la zona central de la cel-
lula. La cromatina presenta les diferents fi-
gures meiotiques de la primera divisié me-
iotica, com ara els complexos sinaptinemals
durant el paquite (vegeu les fletxes de la fi-
gura 2b). El citoplasma conté pocs mitocon-
dris, un complex sistema d’endomembra-
nes i el nucleolus-like body o nuage. El sistema
d’endomembranes es desenvolupa progres-
sivament al llarg dels diferents estadis, i
durant el paquite mostra una caracteristi-
ca disposicid concentrica de les membranes
amb dilatacions laterals (vegeu la figura 2b),
mentre que durant el diplote el sistema
d’endomembranes es troba altament desen-
volupat i s'organitza en estructures conegu-
des com a lamines anellades i d’altres forma-
cions membranoses (vegeu la figura 2c). El
nuage apareix com un cos electrodens que
esta present en practicament tots els esta-
dis d’espermatocits primaris i és especial-
ment prominent durant el diplote (vegeu
la figura 2a i ). Després de la diacinesi de la
primera divisié meiotica (vegeu la figu-
ra 2d), els estadis dels espermatocits secun-
daris transcorren molt rapidament i fan di-
ficil 'obtencié de mostres per microscopia.

Les espermatides primerenques son cel-
lules esferiques, amb una relacié nucli/
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citoplasma alta, que mostren els primers
signes de polaritzacid. Aixi, el nucli es tro-
ba lleugerament desplagat del centre de la
cellula en el que sera el pol nuclear de l'es-
permatozoide, mentre que al pol oposat, el
pol acrosomic, es desenvolupara la vesicula
acrosomica (vegeu la figura 3a). El nucli de
I'espermatida primerenca és esferic i té la
cromatina condensada en grumolls. D’altra

banda, el citoplasma conté alguns mitocon-
dris i un sistema de membranes poc desen-
volupat. El primer canvi que es produeix
durant l'espermiogenesi és la desconden-
sacié de la cromatina nuclear, que adqui-
reix un aspecte granular homogeni (vegeu
la figura 3b). En el citoplasma, el sistema de
membranes constituit pel reticle endoplas-
matic i el complex de Golgi es desenvolupa

FIGURA 2. Maja brachydactyla. Espermatocits primaris (TEM). a) Preleptoté (esquerra) i leptote
(dreta). La condensaci6 dels cromosomes augmenta durant el preleptoté i el leptoté. En aquest dar-
rer estadi, el citoplasma conté pocs mitocondris i nuage. b) Paquité. S’observen complexos sinapti-
nemals (fletxes) en el nucli i la disposicid concéntrica del sistema d’endomembranes. ¢) Diploté. El
sistema d’endomembranes es troba molt desenvolupat i s’observen lamines anellades. El nuage as-
soleix la maxima mida en aquest estadi. d) Diacinesi. Es pot veure una reducci6 del sistema d’en-
domembranes. LA: lamines anellades; Mtc: mitocondri; Nu: nuage; SEC: sistema d’endomembra-

nes concentric.
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TAULA 1. Estudis de [’espermatogeénesi en diferents espécies de braquitirs

Superfamilia Especie Procés Tecnica Autor
Majoidea Maja brachydactyla Espermatogenesi ME (Simeo et al., en preparacio(b))
Cancroidea Cancer magister Espermatogenesi MO Fasten, 1918
Cancer productus Espermatogenesi MO Fasten, 1924
Cancer oregonensis
Cancer gracilis
Cancer borealis Espermiogeénesi ME Langreth, 1969
Cancer irroratus
Cancer magister
Cancer productus
Portunoidea Scylla serrata Espermatogenesi MO Estampador, 1949
Scylla paramamosain
Scylla oceanica
Scylla tranquebarica
Xanthoidea Menippe mercenaria Espermatogenesi MO Binford, 1913
Potamoidea Sartorina spinigera Espermatogenesi MO Nath, 1932
Pinnotheroidea | Pinnixa sp Espermiogenesi ME Reger, 1970
Ocypodoidea Uca tangeri Espermiogenesi ME Medina i Rodriguez, 1992b
Grapsoidea Eriocheir sinensis Espermatogenesi MO Hoestlandt, 1948
Eriocheir japonicus Espermatides fi- ME Yasuzumi, 1960
nals

ME: microscopia electronica; MO: microscopia optica.

i s'organitza progressivament, de manera
que el complex de Golgi produeix dos tipus
de vesicules: les de baixa i les de mitjana
electrodensitat, que es fusionen al pol acro-
somic i donen lloc a la vesicula proacroso-
mica, que conté material granulat homoge-
niament distribuit. Alllarg del'espermatida
intermedia la vesicula proacrosomica creix
parallelament al desenvolupament del reti-
cle endoplasmatic i del complex de Golgi,
son desplagats a la zona equatorial de la cel-
lula entre el nucli i la vesicula proacroso-
mica, i s'observa a l'interior de la vesicula
l'aparicié d"un granul electrodens (vegeu la
figura 3c). La fase d’'espermatida intermeédia
finalitza amb el trencament de les membra-

nes nuclears a la zona equatorial de la cel-
lulaila degeneracio del reticle endoplasma-
tic. Lespermatida madura es mostra com
una cellula altament polaritzada (vegeu la
figura 3d); el nucli, en el pol nuclear, presen-
ta forma de mitja lluna, i la vesicula proa-
crosomica, en el pol acrosomic, apareix com
un cos esfeéric i molt voluminds. En aquesta
fase, la vesicula proacrosomica experimen-
ta una gran transformaci6é morfologica: a la
zona apical es veu una fina banda altament
electrodensa que donara lloc al barret acro-
somic o opercle (acrosomal cap, operculum),
mentre que a la zona basal es forma una in-
vaginacio de la vesicula, embolcallada d'un
material granular electrodens, que donara
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lloc al tub acrosomic (acrosomal tube, perfo-
ratium) (vegeu la fletxa de la figura 3d). El
citoplasma és molt reduit i es troba localit-
zat entre els extrems del nucli i la vesicula
proacrosomica, i conté un sistema de mem-
branes, produit per la degeneracio del reti-
cle endoplasmatic i el complex de Golgi, as-
sociat a mitocondris i microttbuls (vegeu la
figura 5). A continuacid, en la fase final de
I'espermiogenesi, s'observa com el compo-
nent granular present a I'interior de la vesi-
cula proacrosomica es va condensant i ori-
gina una seérie de capes concentriques, de
diferent electrodensitat al voltant del tub
acrosomic (vegeu les fletxes blanques de la
figura 3e). En aquesta fase també s'observa
com el nucli va formant quatre prolongaci-
ons laterals (lateral arm) que tenen el seu in-
terior ple de fibres de cromatina (vegeu els
asteriscs de la figura 3f).

Lespermatozoide de M. brachydactyla té
forma esferoidal estrellada (vegeu la figu-
ra 4a). Lacrosoma ocupa el centre de la cel-
lula i es troba envoltat basalment i lateral-
ment per una fina franja de citoplasma i per
un nucli que ocupa una posicié més perife-
rica (vegeu la figura 4b).

Lacrosoma és esferic, i a la part anteri-
or té un opercle de forma lenticular con-
cava amb una petita protuberancia. L'acro-
soma esta constituit també per tres capes:
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externa, intermedia i interna (vegeu la figu-
ra 4b). La formacié de cadascuna d’aquestes
tres capes té lloc independentment durant
I'espermiogenesi. La capa interna que en-
volta el perforatorium s'origina a partir d'un
granul electrodens d’origen citoplasmatic,
mentre que les capes intermedia i externa
es formen a partir de la condensacid seria-
da del contingut de la vesicula proacroso-
mica (vegeu les figures 3¢, d, e i f).

El citoplasma, en l'espermatozoide ma-
dur, es troba restringit a una zona estreta
en forma d’anell que envolta 'acrosoma just
per sota de l'opercle; en aquesta regi¢ del
citoplasma és on s'observa un sistema de
membranes i microtubuls juntament amb
un nombre reduit de petits mitocondris,
que tenen una matriu electrodensa amb po-
ques crestes (vegeu la figura 4B). Una altra
zona estreta de citoplasma es localitza entre
la zona basal de l'acrosoma i el nucli, i és en
aquesta on s'observen un o dos centriols.

El nucli s’estén practicament per tot el vo-
lum cellular, excepte en l'espai ocupat per
l'acrosoma i l'estreta franja de citoplasma
que l'envolta. Les membranes de 'embolcall
nuclear se situen properes a la membrana
citoplasmatica i donen lloc a una estructu-
ra multimembranosa electrodensa que de-
limita la superficie de l'espermatozoide. La
cromatina é€s poc condensada i mostra un

FiGura 3 (pagina anterior). Maja brachydactyla. Espermatides (TEM). a) Espermatida primerenca. El nucli es troba
desplacat del centre de la céllula i presenta petits grumolls de cromatina condensada (fletxes), mentre que el citoplasma
ho fa en sentit contrari. b) Espermatida intermedia. La cromatina s’ha descondensat i mostra un aspecte granular. Al ci-
toplasma, el sistema d’endomembranes s’ha desenvolupat i diferenciat en reticle endoplasmatic i complex de Golgi, I’ac-
tivitat dels quals dona lloc a la vesicula proacrosomica. ¢) Espermatida intermedia. En una fase més avancada, apareix
un granul electrodens a I’interior de la vesicula proacrosomica. La fletxa blanca indica la zona on es produeix el tren-
cament de ’embocall nuclear. d) Espermatida madura. El nucli presenta una forma de mitja lluna i el citoplasma redu-
it conté un sistema de membranes. La vesicula proacrosomica mostra un opercle sobre el granul electrodens en posicid
apical. A la base de la vesicula observem una capa de material granular a la zona on es formara el tub acrosomic (fletxa).
e) Espermatida madura. El nucli s’estén envoltant la vesicula proacrosomica. Els components de la vesicula es conden-
sen en petits grumolls (fletxes blanques) que s’organitzen al voltant del tub acrosomic. /) Espermatida madura. El nucli
s’expandeix, i desenvolupa les prolongacions laterals o lateral arm (asteriscs). Els components de la vesicula proacroso-
mica s’organitzen concéntricament al voltant del tub acrosomic. BA: barret acrosomic o opercle; CG: complex de Golgi;
G: granul de la vesicula proacrosomica; N: nucli; PA: pol acrosomic; RE: reticle endoplasmatic; SM: sistema de membra-
nes; TA: tub acrosomic o perforatium; VP: vesicula proacrosomica.
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aspecte fibrillar homogeni al llarg de tot el ~ L'espermatogeénesi en altres especies

nucli, i arriba fins i tot a ocupar l'espai inte-  de braquiiirs

rior de les quatre prolongacions de l'esper-

matozoide (vegeu la figura 4b). El procés d’espermatogenesi segueix un
patré comu en relacié amb el nucli, el cito-
plasma i el desenvolupament de la vesicu-

F1GURA 4. Maja brachydactyla. Espermatozoide. a) SEM. L’espermatozoide mostra una forma ovoidal
amb quatre llargues prolongacions laterals. ») TEM. El nucli de ’espermatozoide conté cromatina poc
condensada. A la base de les prolongacions laterals es troba el sistema de membranes. L’acrosoma ¢és es-
feric i esta format per tres capes concentriques. La capa interna envolta el tub acrosomic. La part apical
presenta 'opercle amb una depressio central. AE: capa externa de I’acrosoma; Al: capa interna de ’acro-
soma; Alnt: capa intermedia de I’acrosoma; BA: barret acrosomic o opercle; EN: prolongacions laterals
del nucli; N: nucli; SM: sistema de membranes; TA: tub acrosomic.

Polaritzacié cel-lular VN Pl
. - Relacié N/C / N7
———— Endomembranes // \\ 7
— Vesicula acrosomica / Y
- -+ = Nombre de mitocondris TAN

Grau de desenvolupament dels
esdeveniments cel-lulars (de — a +)

Espermatida Espermatida Espermatida
primerenca intermédia madura

FIGURA 5. Maja brachydactyla. Sintesi dels esdeveniments cellulars durant el pro-
cés de maduraci6 de les espermatides.



la acrosomica, malgrat la gran variabilitat
morfologica dels espermatozoides dels bra-
quitirs estudiats (vegeu la taula 1).

El fet més particular que experimenta el
nucli al llarg de I'espermatogenesi és la des-
condensacio de la cromatina. Les esperma-
tides primerenques presenten una cromati-
na condensada en granuls a la periféeria del
nucli (Langreth, 1969; Reger, 1970; Simeo et

Oop *

F1GURA 6. Cancer pagurus. Activacio dels espermatozoi-
des. a) Espermatozoides intactes de C. pagurus observats
per microscopia de contrast de fase (a/), i per tincié del
nucli amb el reactiu de Hoechst (a2). b) Espermatozoides
activats del mateix animal, observats per contrast de fase
(b1) 1 per tincid del seu nucli amb reactiu de Hoechst (52).
¢) Esquema de l’activacié de I’espermatozoide quan en-
tra en contacte amb la coberta externa oocitaria (1) abans
de ’activaci6; 2) durant I’activacio). El nucli ha de traves-
sar el canal intern que forma I’acrosoma en la seva ever-
si6. Ch: cromatina; IAR i OAR: regions acrosomiques in-
terna i externa (observeu el canvi de posicio de TAR/OAR
després de I’eversio); OE: coberta oocitaria; OP: citoplas-
ma de l'oocit.
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al., en preparacio) o un aspecte granular ho-
mogeni (Medina i Rodriguez, 19924). Al fi-
nal de l'espermatogenesi, el nucli de les
espermatides mostra una cromatina poc
condensada d’aspecte fibrés. Parallelament
a la descondensacid de la cromatina, es do-
na un augment del volum del nucli i un
desenvolupament de les prolongacions nu-
clears (Medina i Rodriguez, 19924). Aquests
canvis estan associats a modificacions de
les proteines que acompanyen la cromati-
na i que possiblement tenen un paper molt
important en el moment de la fertilitzacid
de l'oocit.

Un altre fet caracteristic és el trencament
de les membranes nuclears (Langreth, 1969;
Reger, 1970; Medina i Rodriguez, 1992z
Simeo ef al., en preparacio), de tal mane-
ra que la cromatina queda en contacte, pe-
ro no barrejada, amb el citoplasma. Aques-
ta desintegracié de les membranes nuclears
sol estar associada a la zona basal de l'acro-
soma i, més especificament, a la base del
tub acrosomic, i facilita el pas del nucli a
través del canal format pel tub acrosomic
durant la fertilitzacid.

Les membranes nuclears sajunten entre
si (Langreth, 1969; Reger, 1970; Medina i Ro-
driguez, 19924) i amb la membrana plasma-
tica per formar un sistema pentalaminar
(Reger, 1970).

Al llarg de l'espermiogenesi es produ-
eix una gran reduccié del citoplasma en fa-
vor de la vesicula acrosomica (Reger, 1970;
Medina i Rodriguez, 1992a). El citoplas-
ma és activament abocat fora de la cellula
(Langreth, 1969) i fins i tot es desprenen re-
gions senceres dins de vesicules membra-
noses (Reger, 1970). Els canvis soferts pel
citoplasma també afecten els diferents com-
ponents citoplasmatics: mitocondris, cen-
triols i el sistema d’endomembranes. Els
mitocondris, que sén poc nombrosos i pre-
senten unes crestes poc desenvolupades
(Medina i Rodriguez, 19924; Sime6 et al., en
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Llista d’estudis sobre la ultraestructura dels espermatozoides dels braquiiirs

Superfamilia Espécie Autor
Homolodroioidea Homolodromia kai Jamieson et al., 1995; Guinot et al., 1998
Dromoidea Moreirodromia antillensis Brown, 1966; Felgenhauer i Abele, 1991
Dromidiopsis edwardsi Jamieson, 19944; Jamieson et al., 1993d, 1994b
Stimdromia lateralis Jamieson, 1990, 19914, 1991b, 1994a; Guinot ef al., 1994
Sphaerodromia lamellata Guinot et al., 1998
Metadynomene tanensis Jamieson et al., 1995; Guinot et al., 1998
Paradynomene tuberculata Jamieson, 19944; Jamieson et al., 1993b
Tymolus sp. Jamieson, 19944; Jamieson ef al., 1994a
Homoloidea Homola ranunculus Guinot et al., 1994
Homologenus levii Jamieson et al., 1993¢
Homolomannia sibogae Jamieson et al., 1993¢
Latreillopsis gracilipes Jamieson, 19944; Jamieson ef al., 1993c, 1994b
Dagnaudus petterdi Guinot et al., 1994
Paromola bathyalis Guinot et al., 1994
Paromolopsis boasi Jamieson et al., 1993¢
Latreillia sp. Jamieson, 19944, 1994b
Raninoidea Lyreidus brevifrons Jamieson, 19944; Jamieson ef al., 1994b
Ranina ranina Jamieson, 19894, 19914, 1991b, 1994a; Guinot et al., 1994
Raninoides sp. Jamieson, 19944, 1994b; Jamieson ef al., 1994b
Cosmonotus sp. Jamieson i Tudge, 2000
Cyclodorippoidea Xeinostoma richeri Jamieson, 19944; Jamieson et al., 1994a
Cymonomus sp. Jamieson, 19944; Jamieson et al., 1994a
Dorippoidea Neodorippe callida Jamieson, 1991b, 19944; Jamieson i Tudge, 1990
Ethusa indica Jamieson i Tudge, 2000
Calappoidea Calappa hepatica Jamieson, 1991a
Calappa gallus Jamieson i Tudge, 2000
Mursia microspina Jamieson i Tudge, 2000
Leucosioidea Iliacantha subglobosa Felgenhauer i Abele, 1991
Bellidilia laevis Jamieson i Tudge, 2000
Tanaoa serenei Jamieson i Tudge, 2000
Odiomaris pilosus Forges et al., 1997
Odiomaris estuarius Forges et al., 1997
Elamena vesca Jamieson i Tudge, 2000
Majoidea Maja brachydactyla Tudge i Justine, 1994
Chionoecetes opilio Beninger et al., 1988; Chiba et al., 1992
Cyrtomaia furici Jamieson i Tudge, 2000; Jamieson et al., 1998
Grypacheus hyalinus Jamieson i Tudge, 2000; Jamieson et al., 1998

Macropodia longirostris
Platymaia rebierei
Podochela riisei
Stenorhynchus seticornis
Inachus phalangium
Hyastenus diacanthus
Libinia dubia

Libinia emarginata

Jamieson i Tudge, 2000; Jamieson et al., 1998
Jamieson i Tudge, 2000; Jamieson et al., 1998
Hinsch, 1973

Hinsch, 1973

Rorandelli et al., 2008

Jamieson i Tudge, 2000; Jamieson et al., 1998
Hinsch, 1973

Hinsch, 1969, 1971, 1973, 1986; Vaughn i Hinsch, 1972;
Hernandez et al., 1989; Murray ef al., 1991
Hinsch, 1973

Hinsch, 1973

Jamieson, 19914, 1994a

Jamieson i Tudge, 2000; Jamieson et al., 1998

Macrocoeloma trispinosum
Mithrax sp.

Menaethius monoceros
Oxypleurodon orbiculatum



Parthenopoidea Parthenopidae sp. Jamieson i Tudge, 2000
Heterocrytpa granulata Hinsch, 1973
Parthenope serratus Hinsch, 1973
Retroplumoidea Retropluma sp. Jamieson i Tudge, 2000
Cancroidea Corystes cassivelaunus Jamieson et al., 1997
Cancer borealis Langreth, 1965, 1969
Cancer irroratus Langreth, 1965, 1969
Cancer magister Langreth, 1965, 1969
Cancer pagurus Pochon-Masson, 1968; Tudge i Justine, 1994;
Tudge et al., 1994; Jamieson et al., 1997
Cancer productus Langreth, 1965, 1969
Platepistoma nanum Jamieson et al., 1997
Portunoidea Portunus pelagicus Jamieson, 19894, 19914, 19944; Jamieson i Tudge, 1990;
El-Sherief, 1991; Guinot et al., 1994
Callinectes sapidus Brown, 1966; Felgenhauer i Abele, 1991
Xaiva sp. Jamieson i Tudge, 2000
Caphyra loevis Jamieson, 19914, 1994a
Caphyra rotundifronis Jamieson, 1991a, 19944
Carcinus maenas Pochon-Masson, 1962, 1968; Chevaillier, 1966b, 1967, 1969;
Pearson i Walker, 1975; Goudeau, 1982; Reger et al., 1984
Owalipes ocellatus Hinsch, 1986
Owvalipes molleri Jamieson i Tudge, 2000
Podophthalmus vigil Jamieson i Tudge, 2000
Chaceon fenneri Hinsch, 1988
Chaceon quinquedens Hinsch, 1988
Bythograeoidea Austinograea alayseae Tudge et al., 1998
Bythograea thermydron Tudge et al., 1998
Segonzacia mesatlantica Tudge et al., 1998
Xanthoidea Atergatis floridus Jamieson, 19895, 1989¢, 19914; Jamieson et al., 1993a
Etisus laevimanus Jamieson, 1989¢, 1991a
Pilodius areolatus Jamieson, 1989¢, 1991a, 1994a
Liagore rubromaculata Jamieson, 1989¢, 1991a
Eurypanopeus depressus Felgenhauer i Abele, 1991; Jamieson i Tudge, 2000
Eurytium limosum Felgenhauer i Abele, 1991
Panopeus obesus Jamieson i Tudge, 2000
Ceratoplax sp. Jamieson i Tudge, 2000
Hexaplax megalops Jamieson i Tudge, 2000
Menippe mercenaria Brown, 1966
Eriphia sebana Jamieson i Tudge, 2000
Pilumnus semilanatus Jamieson i Tudge, 2000
Gonatonotus granulosus Jamieson i Tudge, 2000
Harrovia albolineata Jamieson i Tudge, 2000
Trapezia cymodoce Jamieson, 1993b
Tetralia glaberrima Jamieson i Tudge, 2000
Tetralia nigrolineata Jamieson i Tudge, 2000
Calocarcinus africanus Jamieson, 19944; Jamieson ef al., 1993a
Goneplacoidea Australocarcinus riparius Jamieson i Guinot, 1996
Carcinoplax microphthalmus ~ Jamieson i Tudge, 2000
Goneplax sp. Jamieson i Tudge, 2000
Potamoidea Potamon fluviatile Tudge i Justine, 1994; Guinot et al., 1997

Oxypleurodon stuckiae
Pitho lherminieri

Potamon ibericum
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Jamieson i Tudge, 2000; Jamieson et al., 1998
Hinsch, 1973

Guinot et al., 1997

Potamonautes perlatus sidneyii Jamieson, 1993a, 19944, 1994b
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Gecarcinucoidea
Cryptochiroidea

Holthusiana transversa
Cryptochirus coralliodytes
Hapalocarcinus marsupialis

Jamieson i Tudge, 2000
Jamieson i Tudge, 2000
Jamieson i Tudge, 2000

Pinnotheroidea
Ocypodoidea

Pinnixa sp.

Mictyris longicarpus
Macrophthalmus crassipes
Ocypode ceratophthalmus
Uca paradussumieri

Uca polita

Uca pugilator

Uca tangeri

Uca uruguayensis
Cardisoma carnifex
Grapsus albolineatus
Cyclograpsus punctatus
Varuna litterata

Eriocheir japonica
Eriocheir sinensis
Armases cinereum
Chiromantes haematocheir
Parasesarma erythodactyla
Parasesarma catenatum
Sesarma reticulatum

Grapsoidea

preparacio), son susceptibles de ser abocatsa
les cellules accessories amb la resta del cito-
plasma (Langreth, 1969). Una caracteristica
comuna a totes les espermiogenesis descri-
tes de braquitirs é€s que els mitocondris que
resten en les espermatides queden embol-
callats pel sistema de membranes (Pochon-
Masson, 1962; Langreth, 1969; Reger, 1970;
Medina i Rodriguez, 1992a; Sime¢ et al., en
preparacio). El centriols, per la seva banda,
es localitzen per sota del tub acrosomic a la
base de la vesicula proacrosomica (Pochon-
Masson, 1962). En alguns casos, els centri-
ols presenten signes de degeneraci6 (Lan-
greth, 1969), i poden arribar a desapareixer
en algunes especies (Reger, 1970). El fet
que els centriols es trobin presents o absents
en els espermatozoides obre una incognita
sobre la seva funcio, i s’ha suggerit que po-
drien tenir un paper important durant la
reaccié acrosomica. El sistema d’endomem-
branes és un dels grans topics en els estudis
de l'espermiogenesi dels crustacis decapo-
des, i tant l'origen com el desenvolupament
ila funcié romanen encara incerts. Al llarg

Reger, 1970

Jamieson, 19934, 19944

Jamieson, 1991a, 1994b

Jamieson, 1991a, 1994b

Jamieson, 1991a, 1994b

Jamieson i Tudge, 2000

Jamieson i Tudge, 2000

Medina, 1992; Medina i Rodriguez, 19924, 1992b
Cuartas i Sousa, 2007

Jamieson et al., 1996

Jamieson, 1991a

Jamieson i Tudge, 2000

Jamieson et al., 1996

Yasuzumi, 1960

Du et al., 1987, 1993

Jamieson i Tudge, 2000

Honma et al., 1992

Jamieson, 1991a

Jamieson i Tudge, 2000

Felgenhauer i Abele, 1991; Jamieson i Tudge, 2000

de l'espermiogenesi es poden distingir dos
tipus de sistemes d'endomembranes: el sis-
tema de membranes i les vesicules citoplas-
matiques. El sistema de membranes ha re-
but noms diferents en els treballs realitzats:
organul membrands (membranous organelle,
Reger, 1970), chondriofusome (Pochon-Mas-
son, 1962), complex membrands (membra-
ne complex, Langreth, 1969) i lamines mem-
branoses (membranous lamellae, Medina i
Rodriguez, 1992a). La seva estructura i ori-
gen pot variar en les diferents especies: en
Carcinus maenas (Pochon-Masson, 1962) esta
format per fragments de les membranes nu-
clears, centriols i mitocondris; en Cancer sp.
(Langreth, 1969) s'origina a partir de les cis-
ternes del reticle endoplasmatic lliures de
ribosomes, associades a microtubuls i mi-
tocondris, mentre que en Pinnixia sp. (Re-
ger, 1970) esta format per les membranes
de l'embolcall nuclear i el reticle endoplas-
matic. La funcid del sistema de membranes
encara no esta aclarida. L'origen de les ve-
sicules citoplasmatiques varia segons les
especies estudiades, ja sigui del reticle en-



doplasmatic rugos (Pochon-Masson, 1962),
del reticle endoplasmatic llis (Langreth,
1969) o del complex de Golgi (Reger, 1970).
En M. brachydactyla, com s’ha descrit en
l'apartat anterior, les vesicules citoplasma-

vnm

FIGURA 7. Cancer pagurus. Estructura general de
I’espermatozoide (TEM). a) Espermatofor obtin-
gut del conducte deferent. b) Seccié meridional
d’un espermatozoide. ¢) Seccio tallada equatori-
alment on es poden observar els organuls d’ori-
gen citoplasmatic immersos en la cromatina. A:
acrosoma; Ch: cromatina; m: mitocondri; ms: sis-
tema de membranes; npm: membrana nucleocito-
plasmatica; p: perforatorium; vam: membranes
vesiculades.
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tiques, que en fusionar-se donaran lloc a la
vesicula proacrosomica, deriven fonamen-
talment del complex de Golgi, mentre que
el sistema de membranes s’origina a partir
de fragments de membranes del reticle en-
doplasmatic i s'associa a microttibuls i mi-
tocondris (Simeo et al., en preparacio).

El desenvolupament de la vesicula acro-
somica es dona en un pol de la ceHula (Me-
dina i Rodriguez, 1992a; Simed et al., en
preparacio) que, en augmentar de volum,
desplaca el nucli a la periferia de l'esper-
matida, i llavors el citoplasma queda entre

SDS AU AUT
Cp $1 Cp S2 Cp S1
W 2a
3(d) o
N
’ -3
' 3(m)
2 B
28
4 | . 4
Cp S2 Cp S2 Cp S2
P 2
g» e e
1
SDS antiH4 antiH2A

FIGURA 8. Cancer pagurus. Proteines basiques de ’esper-
matozoide. Gels de: poliacrilamida/SDS (a dalt, esquer-
ra), de poliacrilamida/acid acétic/urea (a dalt, mig), i de
poliacrilamida/acétic/urea/trit6 (a dalt, dreta) de les pro-
teines espermatiques solubilitzades amb 0,4 N HCL. De
1 a 5: histones H1, H2A, H2B, H3, H4 i H5; 3(d): dimer
de H3; 3(m): monomer de H3. A baix: immunodeteccio (a
partir d’una separacio en gel de SDS) de les proteines ba-
siques dels espermatozoides de C. pagurus amb anti-H4 i
anti-H2A. Cp: C. pagurus; S1: estandard d’histones d’eri-
trocit de gallina; S2: estandard d’histones d’espermatozoi-
de de llampresa.
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el nucli i la vesicula. Lorigen de l'acrosoma
varia entre les espécies estudiades, i s’han
descrit fins al moment els possibles llocs de
procedencia segiients: el reticle endoplas-
matic (Pochon-Masson, 1962), les vesicules
citoplasmatiques d'origen no determinat
(Langreth, 1969) i el reticle endoplasmatic
i el complex de Golgi (Reger, 1970; Simed
et al., en preparacio). Al llarg de l'espermi-
ogenesi, la vesicula proacrosomica presen-
ta una regionalitzacié deguda a una reor-
ganitzacié interna dels seus components.
El primer signe de diferenciaci6 és 'apari-
cié d'una regio electrodensa a la zona api-
cal de la vesicula (Pochon-Masson, 1962;
Langreth, 1969; Medina i Rodriguez, 19924;
Simeo et al., en preparacio) que, en forma de
granul, dona lloc en alguns casos a l'oper-
cle (Pochon-Masson, 1962; Langreth, 1969).
Simultaniament apareix ala zonabasal dela
vesicula proacrosomica una fina capa de
material granular que envolta una inva-

H3 —
H2A/H2B —

— H2A/H2B
= H4

H4 —

ginacio de la vesicula, de la qual resultara
el tub acrosomic (Langreth, 1969; Medina
i Rodriguez, 1992a; Sime6 et al., en prepa-
racio). Altres components granulars que es
dipositen a la vesicula proacrosomica s’or-
ganitzen, durant les fases finals de I'esper-
miogenesi, generalment en tres capes con-
centriques al voltant del tub acrosomic.

L'espermatozoide dels braquiiirs, com
hem pogut constatar en aquest treball, és
una cellula aflagellada amb un acrosoma
ben desenvolupat i complex, envoltat per
una estreta franja de citoplasma i per un
nucli amb cromatina poc condensada que
ocupa la part més periferica de la cellula.
El nucli sol tenir prolongacions laterals en
un nombre que varia segons les especies.
Els diferents taxons de braquiiirs presenten
una gran diversitat morfologica espermati-
ca, que ha comportat un gran nombre d’es-
tudis de la ultraestructura dels espermato-
zoides (vegeu la llista d’estudis).

H. tubulosa C. pagurus

[ L

i: -
e

Hc S2 S3 S4 Hc P2 P3 P4

| | 32
— H2A/H2B
- = H4

- . .

H. tubulosa

C. pagurus

F1GURA 9. Cancer pagurus. Cromatina espermatica. Esquerra: gel bidimensional que resol les proteines contingudes en
els fragments de cromatina (obtinguts a partir de la digestiéo amb nucleasa micrococcal). Observeu que els mononucleo-
somes (M) i els di i trinucleosomes (D, T) contenen histones (H3, H2A, H2B, H4). Dreta: Gels d’agarosa amb els frag-
ments de DNA que provenen de diferents temps d’incubacié amb nucleasa micrococcal de la cromatina espermatica
d’Holothuria tubulosa (utilitzada com a control conegut) i de la cromatina espermatica de C. pagurus (cinétiques d’in-
cubacid). 1 a 6: 2, 5, 10, 20,40 i 120 minuts d’incubacio; S: sobrenedant de les incubacions; P: sediment; L: estandard de
DNA de 123 parells de bases i dels seus multiples. A la part de sota dels gels de DNA demostrem que les histones es tro-
ben associades als fragments de DNA, tant en el sobrenedant (Si), com en el sediment (Pi) de la reaccio.
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@ s EL NUCLI ESPERMATIC
kil , DELS CRUSTACIS DECAPODES
BRAQUIURS

+
|

La cromatina espermatica

olsuswip ez

El nucli espermatic dels braquitirs ocu-
pa una posici6 periferica a la celula i el seu
contingut, la cromatina, mostra un aspecte
poc electrodens i poc condensat (Chevailli-
er, 19664, 1967, 1968; Langreth, 1969). Aquest
ultim aspecte contrasta amb la major part
dels espermatozoides d’altres especies ani-
mals, els quals tenen la cromatina molt
condensada (apareix amb una elevadissi-
ma electrodensitat en les imatges de mi-
croscopia electronica), i un volum nuclear
molt reduit (vegeu Kurtz et al., 2008). Moltes
de les propietats del nucli espermatic dels
braquiiirs estan relacionades amb el seu
particular procés de fertilitzacid. Lesper-
matozoide dels crustacis és aflagellat, i el
moviment necessari per a la penetracié del
nucli espermatic en el citoplasma oocitari
és generat per un procés d'eversio del gra-
nul acrosomic (Hinsch, 1971; Brown, 1976;
Goudeau, 1982; Medina i Rodriguez, 1992a).
b Leversi6 de I'acrosoma origina un canal in-

- gy | 1S snulaz tern i provoca un arrossegament del nucli
cap a l'interior del citoplasma oocitari a tra-
vés de l'estret canal intern (vegeu la figu-
ra 6).

Els nuclis d’aquests espermatozoides han
de tenir una consisténcia suficient per po-

H3d — —

H1—> —_—— g
Ham—o der ser arrossegats sense trencar-se, 1 si-
HZA > multaniament una flexibilitat o capacitat de

deformacié adequada per poder travessar
l'estret canal per on entren dins de l'oocit.

-

it

Ha — D

FiGura 10. Cancer pagurus. Acetilacié de les histones de ’espermatozoide. @) Electroforesi bidimensional de les pro-
teines extretes dels espermatozoides de C. pagurus (a dalt), i de la seva reacciéo amb ’anticos antiacetil-lisina (a sota). b)
Formes mono, di i triacetilades de la histona H4 demostrades a través de la seva reaccio amb anticossos especifics con-
tra la H4 acetilada en la lisina 16 i la lisina 12. L: histones estandard d’espermatozoide de llampresa; Cp: histones de C.
pagurus.
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Evidentment, els responsables principals
d’aquestes propietats son la composicié
quimica i l'organitzacié estructural de la
cromatina.

L'analisi de les proteines de la cromatina
espermatica ha estat un objectiu a assolir
forca complicat. La major part dels estudis
es van fer entre els anys seixanta i vuitan-
ta del segle passat, i posteriorment van ser
abandonats. En un article classic en aquest
camp del coneixement, Bloch (1969) va de-
mostrar a través de tincions histoquimiques
que els nuclis dels crustacis decapodes no
contenien histones, ni protamina, ni cap al-
tra proteina basica que interaccionés amb el
DNA. Els estudis realitzats per altres autors
(la major part dels quals utilitzaven tecni-
ques de tincions histoquimiques i d’altres
a partir de cromatina solubilitzada) tampoc
no van posar de manifest la presencia de
proteines basiques (Chevaillier, 19664, 1967,
1968; Vaughn i Locy, 1969; Vaughn i Hinsch,
1972; Vaughn i Thomson, 1972). Vaughn i
Hinsch (1972) van descriure en Libinia emar-
ginata que 1inica fraccié de proteines que
es podia solubilitzar a partir de la cromati-
na espermatica, tenia un caracter acidic. A
partir de I'any 1980 es troben molt pocs tre-
balls que tractin de les proteines nuclears
espermatiques dels crustacis, i en particu-
lar dels braquitirs, i com a conseqtiencia el
tema de la composicid i organitzacid de la
cromatina espermatica dels crustacis resta
sense ser resolta.

Composicio i estructura de la cromatina
de Cancer pagurus

Els espermatozoides de C. pagurus es
troben estretament agrupats en els esper-
matofors (vegeu la figura 71). En aquesta
figura també es pot observar l'espermato-
zoide d’aquest animal en seccié meridional
i equatorial (vegeu les figures 7b i c). Es pot

apreciar que la cromatina coexisteix sense
una separacio fisica completa (és a dir, a tra-
vés d'un sistema de membranes) amb mi-
tocondris, microttbuls i altres components
citoplasmatics.

En un treball recent (Kurtz et al., 2008),
s’han reexaminat la composicié i estructura
del nucli espermatic del decapode braqui-
uir C. pagurus, i s’han obtingut uns resultats
que no coincideixen amb els dels estudis
precedents, pero que poden explicar-los, tal
com es discuteix breument al final d’aquest
apartat.

En primer lloc s’ha trobat que les cellules
espermatiques integres (alliberades dels es-
permatofors) contenen proteines que es po-
den identificar com a histones, perqué ma-
nifesten un comportament electroforetic en
gels de poliacrilamida i SDS igual al de les
histones control, i perque reaccionen amb
els anticossos antihistona (vegeu la figu-
ra 8). Aquesta figura també mostra com les
histones de l'espermatozoide de C. pagu-
rus es resolen en diverses bandes electro-
foretiques quan son analitzades en gels de
poliacrilamida/urea amb o sense tritd. Ai-
x0 suggereix que aquestes histones conte-
nen modificacions postraduccionals (vegeu
més endavant).

En segon lloc s’han observat, a través de
digestions amb la nucleasa micrococcal,
que aquestes histones es troben interaccio-
nant amb el DNA, organitzant-lo en nucleo-
somes de 165-170 parells de bases (vegeu la
figura 9). En aquest experiment també s’ha
trobat que només el 50-60 % del DNA esta-
ria associat a les histones.

Finalment, s’han estudiat algunes de
les caracteristiques d’aquestes histones. Es
destacable que la histona H4 de la croma-
tina espermatica es troba en un estat ele-
vat d’acetilacid, i que les histones H2B i H3
també presenten acetilacié pero en un grau
molt menor (vegeu la figura 10). Es impor-
tant tenir present que l'acetilaci6 de les his-



tones disminueix la interaccid electrostati-
ca entre aquestes proteines i el DNA i no
permet que la cromatina es replegui en es-
tructures més compactes. Una altra carac-
teristica notable que ha posat en evidencia
lI'estudi esmentat és que la relaci6 proteina/
DNA en el nucli espermaticésde 1,0a 1,2 en
aquelles especies que condensen la croma-
tina, pero que només té un valor de 0,5 a 0,6
en dues especies del genere Cancer. Aques-
ta proporcié correspon aproximadament
a la proporcié6 de DNA no unit a histones
(40-50 %) estimat a partir de les digestions
amb la nucleasa micrococcal.

Consideracions respecte als estudis
dels altres autors

S’intenta poder respondre la pregunta:
per quin motiu els diferents investigadors
no van poder observar proteines basiques
interaccionant amb el DNA en el nucli es-
permatic madur d’aquestes especies?

La major part dels treballs citats anteri-
orment es van efectuar a través de tinci-
ons histoquimiques, i alguns pocs a través
d’analisis electroforetiques. D'una banda,
la baixa proporcio relativa entre histones i
DNA (aixi com l'estat d’acetilacié) probable-
ment limita la intensitat de la reaccié his-
toquimica (reactiu amb grups amino de les
histones) i, per tant, la reaccié no arribaria
a un llindar minim per ser detectada. Tam-
bé hem de dir que l'analisi electroforetica
de les histones no és trivial: els nuclis no
es poden purificar (ja que son molt fluids i es
trenquen pels metodes convencionals), i els
extractes de proteines totals dels esperma-
tozoides produeixen patrons electroforetics
molt complexos en els quals la major part
de proteines provenen del granul acroso-
mic, i en queé les histones son minoritaries
i no es poden reconeixer. Una ultima possi-
bilitat a afegir és que actualment es disposa

L’ESPERMATOGENESI EN ELS CRANCS 89

de combinacions d’inhibidors de la proteo-
lisi molt eficagos, mentre que els investiga-
dors dels anys 1960-1980 no podien contro-
lar adequadament l'activitat proteolitica.

CONCLUSIONS

Els espermatozoides dels crustacis deca-
podes han despertat un gran interes per la
seva morfologia poc usual: no tenen flagel i,
per tant, no sén mobils 0 amb escassa mo-
bilitat, fet que contrasta amb el tipic model
flagelat. La informacié respecte als dife-
rents aspectes sobre I'espermatogenesi dels
crustacis decapodes és escassa. En aquest
treball, hem abordat aquest fet utilitzant els
braquitiirs com a model per a la descripcié
morfologica de I'espermatogenesi i l'estudi
de les proteines associades a la cromatina
dels espermatozoides.

Els aspectes més rellevants de l'esperma-
togenesi son: 4) La formacié d'un complex
i voluminds acrosoma format, en el cas de
la cabra de mar, M. brachydactyla, a partir
de vesicules originades principalment pel
complex de Golgi; b) la formacié d'un sis-
tema de membranes a partir del reticle en-
doplasmatic, associat a microttibuls i a pocs
mitocondris, que forma un anell en la ba-
se de les prolongacions nuclears; c) la fu-
si6 de les membranes plasmatica i nuclear,
que donen lloc a una estructura membra-
nosa pentalaminar en algunes regions de la
superficie cellular i d) la poca condensacié
que presenta el nucli de 'espermatozoide, a
causa de la baixa proporci¢ i la modificacié
de les histones associades a la cromatina.

El procés especial de la fertilitzacio dels
gametes dels crustacis decapodes braqui-
iirs posa una serie de restriccions estructu-
rals i funcionals en els nuclis espermatics.
Es molt possible que entre els crustacis ha-
gin aparegut diferents solucions evoluti-
ves a tals restriccions i que no tots els nuclis
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dels espermatozoides dels crancs tinguin
una composicio igual a la de C. pagurus. No
obstant aixo, la composicié d’aquesta cro-
matina (DNA organitzat en nucleosomes
perd no en estructures d'ordre superior a
causa de l'acetilacié de la histona H4, regi-
ons amplies del DNA lliure d’histones) per-
met comprendre, almenys parcialment, la
deformabilitat i fluidesa del nucli per poder
fecundar l'oocit.
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