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RESUMEN
En 5, [05 esy -u-im S Se agregan en jos llamad T tforos. El trabajo
describe la fc idn del foro en Emerita loga. Los animales fueron lectados en la zona

intermareal de Playa Ncgm. Valparaiso, Chile. Sc disectaron los testiculos y los vasos deferentes de los
organismos vivos y se procesaron siguiendo las técnicas habituales para microscopia de luz y microscopia
electrdnica de barrido. El tracto reprod lino del jo de arena Emerita analoga consiste en un
organo testicular pareado y dos vasos deferentes. Los testiculos estdn compuestos por acinos que presentan
distinta actividad espermatogénica. Cada acino tiene una actividad sincrénica predominando uno o dos estados.
La regién proximal del vaso d estd ituida por un epitelio secretor, cuyo producto forma la capa
ia del wbo esp drico. La region media forma el pedinculo y la matriz secundaria; esta mgn‘m se
caracteriza por un tiflosole prominente. La regidn distal forma la base o ple del esp dforo. Las
producidas por las diferentes zonas del vaso deferente estdn constituidas principal por poli idos.
El espermatéforo de E. analoga esté constituido por un tubo esy forico que iene en su interior a los
espermatozoides embebidos en una matriz primaria. Este tubo se encuentra unido por medio de un pedfmculo a
un pie o base y presenta algunas diferencias respecto a la mayoria de los
presencia de un tubo espermatoférico continuo, condicién que es similar al a;pcrmaléfaro de los mtsw:eos
macruros.
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ABSTRACT
In anomurans the sperm become aggregated in sperm bundles called phores, The present paper
describes the spermatophore formation of the sand crab Emerita analog The ani were on the
beach at Playa Negra, Valparaiso, Chile. The testes and vas deferens were dmcclod from living specimens and
fixed. They were processed for light and ing electron mi py. Male reproductive tract of the sand crab

Emerita analoga consists of paired testes and two vas deferens. Testes are formed by acinous structures which
present different  spermatogenic activity. In each acinus a synchronic activity occurs with one or two
predominant stages. The proximal vas deferens is formed by a v epithelium and the product forms the
primary layer of the spermatophoric tube, The medial region forms the peduncle and the secondary matrix being
this reglun chs.mcmenmd by a prominent tiphlosole. The distal regmn forrns the busa or foot of the

fuced by the different portions of the vas d d principally by
rnucopulysaochandc& The spennatophm of E analoga is tubular and contains the spcnnamz.olds cmboddcd in
a primary matrix. This structure is fixed by a peduncle to a part of the spermatophore which forms a foot or base.
1f we compared with most of anomurans, it presents some differences, specially by a continuous spermatophoric
tube, condition that is similar to the spermatophore of crustacea macrura.

Key words: Crustacea sand crab, spermatophore, structure, reproduction, Chile.

INTRODUCCION durante la cépula se realiza por medio de
espermatoforos (Hinsch 1991a, Mann 1985).
Estos se forman en los vasos deferentes donde
la masa espermdtica se rodea por

En crustaceos, la transferencia de
espermatozoides desde el macho a la hembra
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foro definitivo (Krol er al. 1992). Los
espermatdforos pueden ser agrupados segin un
criterio morfolégico en dos tipos: peduncu-
lados ¥ no pedunculados (Mann 1985). Para
los decdpodos amomuros los primeros son

isticos, que Subr i (1984)
reporta para Emerita asidtica y Albunea
symnista espermatdforos parecidos al tipo
macrura,

Algunos estudios realizados en decé-
podos anomuros describen el espermatdforo y
su formacién (Matthews 1953 1956, 1957,
Greenwood 1972, Subramoniam 1977, 1984,
Hinsch 1980, 1991b, Tudge 1991). Estos
autores dan mucha importancia a las secre-
ciones producidas por el epitelio de los vasos
deferentes en la formacion del espermatdforo,
como también su composicién guimica, sin
embargo es poco conocida su funcién fisiolé-
gica. Estos han sido relacionados con funcio-
nes de proteccion, nutricién del aspennau}
zoide, pre ion a la deshid i
antimicrobiana (Hinsch 1991b).

El objetivo del presente trabajo es
describir la organizacién histolgica del testi-
culo y vaso deferente, como también la es-
tructura del espermattforo en Emerita analoga
por medio de microscopia de luz y microscopia
electrénica de barrido.

MATERIALES Y METODOS

Machos maduros sexualmente del cangrejo de
arena Emerita analoga fueron recolectados en
la zona intermareal durante marzo a noviembre
de 1995, en Playa Megra, Valparaiso, Chile.

Para la observacién con microscopia de
luz (ML), los testiculos y vasos deferentes
fueron removidos y fijados en Bouin o en
glutaraldehido al 2,0% en buffer cacodilato 0,1
M (pH 7.4). Las muestras fijadas en Bouin por
cuatro horas se deshidrataron en alcohol,
aclararon con xilol y se incluyeron en

Paraplast. Secciones de 5 um de grosor fueron
mmdas con hematoxilina-eosina, reactivo de
Schiff (PAS) y Azul Alcian para reconocer
mucopolisacaridos dcidos (pH 3,0) y sulfatados
(pH 1,0) acorde a los procedimientos descritos
por Spannhof (1966). Las muestras fijadas en
glutaraldehido por tres horas fueron postfijadas
en tetrdxido de osmio al 2% en buffer
cacodilato 0,1 M a pH 7.4, se deshidrataron en
alcohol de gradacidn creciente, y luego se
incluyeron en resina epdxica (epon Medcast).
Se obtuvieron cortes de 1 um en un
ultramicrétomo y se tifieron con azul de
toluidina al 1%.

Para la observacién del tejido por mi-
croscopia electrénica de barrido (MEB),
pequefias piezas de espermatiforos fueron
fijadas en glutaraldehido al 2,5% en buffer
cacodilato 0,1 M (pH 7,8) conteniendo 0,1 M
de sucrosa por tres horas a temperatura am-
biente. Se deshidrataron en grados crecientes
de alcohol, se secaron por medio de punto
critico con CO; liquido como medio interme-
diario y se sombrearon con oro. La observa-
cion y las fotografias se realizaron en un
microscopio electrdnico de barrido Jeol JSM-
25 S-11

RESULTADOS

MORFOLOGIA GENERAL DEL SISTEMA
REPRODUCTOR

El sistema reproductor del macho se ubica a lo
largo del cefalotérax en posicién dorsal al
hepatopdncreas. Consiste en un dérgano
testicular pareado, pero fusionado en su parte
postmor continuandose con dos conductos
de . P cuatro lobulos: dos de
ésws,demayortamaﬁo se extienden hacia la
regidn anterior y los otros dos, mds pequefios,
se extienden lateralmente. Todos los l6bulos se
comunican en la parte posterior del testiculo
por una unién media. De esta zona se originan
los vasos deferentes que desembocan en el
quinto par de peridpodos (Fig. 1).
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Figura 1. Representacion esquemdtica del aparato
reproductor  masculino  de  Emerita
analoga. Vista dorsal . T, testiculo. VDP,
vaso deferente  proximal. VDM, vaso
deferente medio. VDD, vaso deferente
distal.

Figure 1. Graphic reconstruction of the male
reproductive organs of Emerita analoga.
Dorsal view. T, testes. VDP, proximal vas
deferens. VDM, middle vas deferens.
VDP, distal vas deferens.

Segin su morfologia externa, en el vaso
deferente es posible reconocer tres porciones:
una porcién proximal o vaso deferente
proximal (VDP), que constituye un tubo
delgado y enrollado; una porcion media o vaso
deferente medio (VDM), que es rectilinea pero
de mayor grosor que la region proximal vy,
finalmente, una regidn distal o vaso deferente
distal (VDD), que también es rectilinea, pero
més corta y de menor grosor que la region
media.
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HISTOLOGIA DEL TESTICULO

Al corte histolégico, cada lobulo se compone
de varios acinos que presentan distinta
actividad espermatogénica. Cada acino esta
recubierto por una delgada capa de tejido
conjuntivo ¥ en el interior de uno de éstos
puede apreciarse una actividad espermato-
génica sincronica, pero diferente en cada acino,
Se reconoce mayoritariamente un tipo celular
de la linea espermatogénica en el centro del
acino y las espermatogonias, que son
minoritarias, se ubican cerca de la ldmina
basal. Estas tienen un tamafio aproximado de
13-15 pm de didmetro y se caracterizan por
presentar un nicleo grande con cromatina
reticulada y una cantidad escasa de citoplasma
(Fig. 2).

Figura 2. Acinos  testiculares. ESG,
I ESC,, espermatoci
primarios. Flechas, célula accesoria.
Microscopia de luz, Tincion Azl de
Toluidina. Barra = 60 gm.

Figure 2. Tmlcular acinis. ESG, spematogonia.
C1y primary spermatocytes. Armw:»,

mdlr:ulc accesory cell. Light
microscopy. Toluidine Blue stain. Scale
bar =60 um.

Los espermatocitos tienen un  didmetro
aproximado de 18-21 um y presentan un
nicleo caracteristico en la primera profase
meidtica. En los acinos que contienen
espermdtidas es posible reconocer dos tipos de
éstas que se encuentran en diferentes grados de
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maduracion. Las tempranas presentan un
niicleo grande con la cromatina condensada en
la periferia y un citoplasma que contiene gran
cantidad de vesiculas (Fig.3).

Figura 3. Acino testicular. Flechas indican
P M !

de luz Tincien Azul de Toluidina.
Barra = 50 um.
Figure 3. Testicular acinus. Arrows indicate early
spermatids. Microscopy light. Toluidine
Blue stain. Scale bar = 50 um.
Estas vesiculas en las espermétidas tempranas
se fusionan para formar espermétidas bipolares
o tardias, caracterizdndose por tener, en los
polos opuestos, un nicleo pequefio y una
vesicula acrosomal en formacion (Fig. 4). En
todos los acinos se reconocen células
acompafiantes o accesorias, que se ubican
cerca de la ldmina basal del acino y se
caracterizan por poseer un nicleo alargado con
la cromatina condensada en la periferia y
escaso citoplasma.
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Figura 4. Acino testicular. Flechas indican
cspermdtidas bipolares. Microscopia de
luz. Tincién Azul de Toluidina. Barra =
60 um.

Figure 4. Testicular acinus. Arrows indicate bipolar

spermatids. Light microscopy. Toluidine
Blue stain. Scale bar = 60 gm.

Los espermatozoides en los acinos se
caracterizan por presentar una gran vesicula
acrosomal alargada y un nicleo baséfilo con
limites poco definidos (Fig. 5). Los
espermatozoides son transferidos desde los
acinos hacia un tibulo colector embebido en
una matriz primaria, que consiste en una
secrecion que tiene caracteristicas de ser PAS y
Azul Alcidn negativas (Fig. 6). El tabulo

! se p revestido por un epitelio
ciibico simple con escaso tejido conjuntivo y
carente de tejido muscular. Las células de este
epitelio presentan nicleos ovoides y la
cromatina condensada en la periferia (Fig. 6).
No se observa actividad secretora en las
células del epitelio del tibulo colector.
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Figura.5. Acino testicula cooorcindo espermato-
zoides maduros. Micro-copia de  luz
Tincién Azul de Toluidina. Bara = 17 wm.

Figure 5. Testicular acinus cooiaining  mature
spermatozoa.  Light microscopy. Toluidine
Blue stain. Scale bar =17 um
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Figura 6. Corte transversal del tibulo colector, ESP,
espermatozoides. Ept, epitelio cabico, Mi-
croscopia de luz. Tincion Hematoxilina-
cosina Barra = 70 um.

Figure 6. Transverse section of collector tubule.
ESP, spermatozoa. Ept, cuboidal epithe-
lium. Light microscopy. Hematoxylin-
cosin stain. Scale bar = 70 ym,
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HISTOLOGIA DEL VASO DEFERENTE Y
FORMACION DEL ESPERMATOFORO

Desde el tibulo colector que se encuentra en el
testiculo los espermatozoides son transportados
hacia la regién proximal del vaso deferente
(VDP). Este segmento presenta un epitelio alto
secretor, ademds esta formado por una delgada
capa de tejido conjuntivo y carece de células
musculares. En esta zona del vaso deferente s¢
forma un compuesto que es fuertemente PAS y
Azul Alcian positivo y que va a rodear a la
masa espermatica constituyendo la  capa
primaria del tubo espermatoférico (Fig. 7).
Esto indica que esta capa esta constituida
principalmente por mucopolisacaridos dcidos
sulfatados debido a que se tifien fuertemente
con la tincién Azul Alcian a pH 1,0.

Figura 7. Corte transversal del vaso deferente
proximal, VDP. Te, tubo espermatoférico.
Ept, epitelio. Flecha, capa primaria
Microscopia de luz . Tincion Azul de
Alcian, Barma= 116 um.

Figure 7. Transverse section of proximal vas
deferens, VDP. Te, spermatophoric
tubule. Ept, epithelium. Primary layer
(arrow). Light microscopy. Hematoxylin-
eosin stain. Scale bar = 116 um.

La regién media del vaso deferente
cambia morfolégicamente respecto a la
anterior. Se caracteriza por tener un didmetro y
longitud mayor que los otros segmentos. Este
segmento estd revestido por un epitelio alto
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secretor. Hacia el interior del lumen y a lo
largo de todo el seg se el

Vol. 32, N°2, 1997

espermatoforo que unird por medio del

tiflosole, que corresponde a un pliegue de la
pared con modificacidn de su epitelio (Fig. 8).
En este segmento el tubo espermatoforico
comienza a plegarse y es embebido por una
matriz secundaria de aspecto globular que es
PAS y Azul Alcian positiva, constituida por
mucopolisacéridos con un menor grado de
sulfatacién, en comparacién con la capa
primaria. En esta zona se forma el pedinculo,
de material acelular, que formarda parte del
espermatoforo (Fig. 8).

Figura 8. Corte

| del wvaso
medio, VDM. Til, tiflosole. Te, tubo
espermatoférico, Ms, matriz secundaria.
Flecha, pedinculo. Microscopia de luz
Tincién Hematoxilina-cosina. Barra =
300 am.

Figure 8. Transverse section of middle vas deferen
VDM. Tif, typhlosole.Te, spe phori
tubule Ms, secondary matrix. Arrow

indicate the peduncle. Light microscopy.
Hematoxylin-eosin - stain - Scale bar =
300 m.

La region més distal del vaso deferente
€5 mds corta que las regiones anteriores y se
caractériza principalmente por no poseer un
tiflosole, en comparacion con el segmento
medio. En esta zona se forma el pie o base del

d lo al tubo espermatoforico. La matriz
ia en este segr posee las mismas
caracteristicas histoquimicas que la regitn
media (Fig. 9).

Figura 9. Corte transversal del vaso deferente distal
VDD, Te, wbo espermatoftrico. Ms,
matriz faria. P, pie del esp
toforo. Flecha, pedinculo. Microscopia de
luz. Tincidn Hematoxilina-cosina. Barra =

200 pm.
Figure 9. Transverse section of distal vas deferens.
Te, sp phoric tubule. Ms, dary

matrix. P, foot of the wmlophuré.
Armow indicates peduncle, Light micros-
copy. Hematoxylin-cosin stain. Scale bar

= 200 gm.
La observacion de los corles
histoldgicos con mi pia de luz v la

observacién con microscopia de barrido indica
que ¢l tubo espermatoférico se encuentra muy
plegado. Finalmente el espermatéforo extruido
del vaso deferente consiste en un tubo
espermatofrico unido por el pedinculo a un
pie o base de material acelular (Fig. 10). La
malriz globular que embebe al tubo esperma-
tofirico al interior del conducto deferente se
disuelve al entrar en contacto con el agua, asi
el tubo comienza a desplegarse. Mediante
MEB es posible apreciar en la superficie de la
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parte dorsal del tubo espermataforico una linea material acclular que lo recorre en toda su
a manera de cresta engrosada formada por extension (Fig. 11)

Figura 10. Repre i juemitica del esy Moro. a, ubo espermatofrico. b, pedinculo. ¢, pie o base.
Figure 10, Schematic representation of the sp phore. &, spe horic tubule. b, peduncle, ¢, foot or hase,

A i : ‘ﬁ'l'e
y

Figura 11 . Tubo espermatofdrico extruido. Te, wbo espermatofirico. Flecha, cresta superficial engrosada.
Microscopia de barrido. Barra = 100 gm.

Figure 11. Extruded sp phoric tubule, Te, sp phoric ubule. Arrow indicates a ridge superficially at
the spermatophore. S ing el i py. Scale har = 100 um.
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DISCUSION

El aparato reproductor masculino de Emerita
analoga corresponde en su aspecto general a lo
informado por Osorio et al. (1967) para la
misma especie, pero en dicho trabajo no se
analiza la estructura histolégica. Por otra parte,
¢l aparato reproductor es similar al reportado
para Emerita asiatica por Subramoniam (1981,
1984), aunque es diferente a lo observado en
Emerita analoga en cuanto a la lobulacién del
testiculo y ademds no se informa con mayor
profundizacion respecto a la estructura
testicular.

El presente estudio determiné que el
testiculo esta constituido por acinos, en cuyo
interior se desarrolla una actividad
espermatogénica sincronica, pero diferente en
cada acino. Esta forma de gametogénesis
también ocurre en la langosta roja Hawaiana
Enoplometopus occidentalis (Matthews 1954,
Haley 1984).

Las células acompafiantes que se
presentan en los acinos son similares a las
reportadas por Matthews (1954) y Haley
(1984) para la langosta Enoplometopus
occidentalis. Estas células quizas sean
equivalentes a las descritas por Fielder (1964)
y Silberbauer (1971) para la langosta Jasus
lalandii, denominadas por etlos con el nombre
de células de Sertoli. Haley (1984) propuso el
nombre de células acompafiantes. Este nombre
es mas apropiado ya que no se conoce
clar te el rol fisiologico de estas células.
Se estima que en Emerita analoga estas células
aportarian la secrecién que constituye la matriz
primaria que embebe a los espermatozoides en
¢l acino.

En este estudio el tibulo colector esta
formado por un epitelio ciibico simple, igual al
que se p en Enapl, topus occide li
(Haley 1984), en el camarén Procambarus
clarkii (Krol et al. 1992) y en el cangrejo
Geryon fenneri (Hinsch 1988). Difiere del
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epitelio del tibulo colector que presenta
Panulirus penicillatus (Matthews 1951), el
cual es estratificado o multinucleado. La falta
de actividad secretora de las células epiteliales
del tibulo colector en Emerita analoga,
también es caracteristica del epitelio del
cangrejo  hermitafio  Dardanus  asper
(Matthews 1953) y del camarén Penaeus
kerathurus (Malek & Bawab 1974). Ademis la
carencia de musculatura indicaria que no
participaria activamente en el transporte de los
espermatozoides y al parecer éstos serfan
movidos por la presion ejercida por la propia
secrecidn que constituye 'a matriz primaria
producida en los acinos.

En Emerita analoga el vaso deferente
proximal se caracteriza por estar constituido
por un epitelio de células altas con actividad
secretora. Este segmento del vaso deferente ha
sido reportado para otros crusticeos decdpodos
(Matthews 1951, 1954, Berry & Heydorn
1970, Silberbauer 1971, Greenwood 1972,
Malek & Bawab 1974, Haley 1984,
Subramoniam 1984, Radha & Subramoniam
1985, Kooda-Cisco & Talbot 1986, Talbot &
Beach 1989). Para crusticeos anomuros se ha
determinado que este segmento participa
activamente en la formacion del espermatéforo
(Matthews 1953, 1957, Greenwood 1972,
Subramoniam 1984). Se observé que en esta
zona se forma la capa primaria del
espermatiforo, siendo  distinte a  Emerita
asiatica (Subramoniam 1984) ya que en esta
especie y en la misma zona, también s¢ forma
el pedinculo. De esta manera en el VDP el
tubo espermatofirico queda constituido por los
espermatozoides embebidos en una matriz que
es PAS y Azul Alcian negativa més una capa
primaria, que por el contrario, es PAS y Azul
Alcian positiva, lo que indicaria la presencia de
mucopolisacéridos 4cidos sulfatados al igual
que en los cangrejos de arena Emerita asiatica
y Albunea symnista que permitiian el
endurecimiento del tubo espermatoférico al
tomar contacto con el agua (Subramoniam
1984),
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En crusticeos braquiuros, el VDP es
secretor y el VDM tiene funcién de
almacenamiento (Hinsch & Walker 1974), sin
embargo en macruras y anomuros el VDM es

por la p ia de un
tiflosole. La regién descrita en el presente
estudio para Emerita analoga como vaso
deferente medio, seria similar a la descrita por
Subramoniam (1984) para Emerita asiati
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1984) p I Ot imil alos
de crusticeos macruros.

El espermatiforo de Emerita analoga
difiere del descrito por Matthews (1957) para
Aniculus  maximus y al descrito  por
Subramoniam (1984) para Albunea symnista,
¥a que estos no presentan pedinculo. El
esper foro de Emerita analoga tendria

Albunea symnista como vaso deferente distal.
En esta zona tanto para Emerita analoga,
Emerita asiatica y Albunea symnista se
presenta un tiflosole unilobulado. La presencia
de esta estructura en esta zona del vaso
deferente también es caracteristica para varios
crusticeos macruros como las langostas
Panulirus penicillatus (Matthews 1951), Jasus
lalandii (Silberbauer 1971), Enoplometopus
occidentalis  (Haley 1984) y Pamulirus
lmen'upms (Martin et al. 1987). La matriz

inosa que es en esta zona y
embebe al tubo espermatoférico, tiene
caracteristicas  histoquimicas  similares a
Emerita asiatica y Albunea syminista ya que
su menor grado de sulfatacién permitiria su
disolucién con el agua.

Los espermatdforos pedunculados que
son comunes para los crusticeos anomuros, se
caracterizan por presentar una ampulla llena de
espermatozoides unida a un pediinculo y éste, a
su vez, unido a un pie o pedestal (Mann 1985).
Los cangrejos hermitafios por lo general
presentan este tipo de espermatdforo (Tudge
1991), sin bargo, los
descritos para algunos miembros del infraorden
anomura pertenecientes a la  superfamilia
Paguroidea (Matthews 1957) y a la
superfamilia Hippoidea (Subramoniam 1977,

mayor semejanza con el de Emerita asiatica
por la presencia, en las dos especies, de un
pedinculo y una base o pie, pero difieren
considerablemente en que el tubo espermato-
forico de Emerita analoga no presenta
interrupciones para formar espermatdforos
individuales, Esta (ltima caracteristica
indicarfa que la musculatura del vaso deferente
y la forma del lumen no participarian mayor-
mente en determinar la  forma del
espermatdforo como lo proponen Greenwood
(1972) y Matthews (1953) para los espermatd-
foros de crusticeos anomuros.

Debido a la forma del mwbo
espermatoférico de crusticeos anomuros,
Subramun:am (1984) mlma que Emerita

ica y Alb E; tienen un
espermatdforo semejante al que presentan los
crusticeos macruro. Por consiguiente, la
presencia de un tubo espermatofrico que no
presenta interrupciones en Emerita analoga
aportaria més evidencias para proponer que
estos cangrejos anomuros de arena podrian
estar en un camino intermedio en la evolucién
desde espermatéforos tubulares del tipo
macrura, hacia los espermatdforos
pedunculados caracteristicos en crustdceos
anomuros.
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