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Discussio

La discussio relaciona els resultats d’aquesta tesi amb diferents aspectes de
la reproduccié dels braquilrs, per tal de proposar linies d’estudi i processos
de produccié aqliicola que es deurien considerar per al desenvolupament de
la reproduccio en captivitat de la cabra de mar. Per aquest motiu, la discussio
esta dividida en quatre apartats:

1. La gestio dels mascles. En aquesta seccio es relacionen els aspectes
morfologics de laparell reproductor masculi (capitol 1, article 1) amb
els resultats obtinguts en el capitol 2 (article 6) sobre la necessitat
de la gestio6 de la preséncia dels mascles.

2. La glandula androgena i els cultius d’'un sol sexe. La localitzacio i
descripcié de la glandula androgena en l'estudi morfologic de l'apa-
rell reproductor masculi (capitol 1, article 1) es relaciona amb el de-
senvolupament del cultiu exclusiu de femelles (capitol 2, article 6),
que es podria assolir mitjangant la manipulacié d’aquesta glandula.

3. La morfologia i viabilitat de l'esperma. Els treballs morfologics de
Uespermatogenesi i lespermatozoide (capitol 1, articles 2, 3i 4), i els
resultats de viabilitat de l'esperma emmagatzemat en els recepta-
cles seminals (capitol 2, article 6) es relacionen amb la possibilitat de
desenvolupar protocols de criopreservacié de l'esperma, inseminacio
i incubacié d’ous artificial.

4. Ladomesticacio dels reproductors. En aquesta seccid, sestudia lefecte
en la qualitat dels reproductors, produccio larvaria i composicio bio-
quimica de les larves obtingudes d’estocs de reproductors de diferents
anys (capitol 2), i es relaciona amb la domesticacio dels reproductors,
és a dir, la utilitzacié de reproductors cultivats en captivitat.

Les discussions dels objectius especifics de cada capitol dels Resultats es
poden consultar en cadascun dels articles.

1. La gestio dels mascles

Els resultats del capitol 2 (article 6) sobre lUefecte de la preséncia dels mas-
cles en el rendiment reproductiu i la composicié de les larves acabades de
descloure mostren que la preséncia de mascles resulta en una major produc-
cié de larves. Tanmateix, l'elevada mortalitat de les femelles en preséncia
de mascles al final de U'experiment contrasta amb el aproximadament 60%
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de supervivéncia de les femelles en abséncia de mascles, la qual cosa pro-
voca una disminucioé del rendiment reproductiu en condicions de captivitat.
Lobservacié de fragments de potes de femelles en el tanc, femelles ferides i
comportaments postcopulatoris de defensa de la femella suggereixen que la
presencia dels mascles en el tanc de les femelles deuria ser gestionada. La
gestié dels mascles, a més a més, deuria considerar altres factors com ara les
estratégies de competéncia d’espermatozoides que donen Llloc a complexes
mecanismes de control de la paternitat.

1. 1 La morfologia del testicle i les estratégies reproductives de
la cabra de mar

Els testicles dels braquilrs presenten dues morfologies: lobular i tubular (Nagao i
Munehara, 2003). Cada tipus morfologic es troba present en varies superfamilies
(Taula 5), i cadascuna presenta nomeés un tipus de testicle, amb Uexcepcio de la
superfamilia Grapsoidea, les descripcions morfologiques dels testicles d’aquest
grup deurien ser revisades per confirmar aquest fet. El testicle de la cabra de mar
és de tipus tubular (Nagao i Munehara, 2003; Sime¢ et al., 2009), com el descrit
en altres Majoidea (Kon i Honma, 1970; Sapelkin i Fedoseev, 1981; Sal Moyano
et al., 2010). Altres especies del genere Maja, Maja squinado i Maja crispata també
presenten el testicle tubular (observacié personal).

Els braquilirs, juntament amb els anomurs, han estat els Ultims grups de crus-
tacis decapodes en aparéeixer (Ahyong i O’Meally, 2004; Tsang et al., 2008). El
fet de qué el testicle tubular semble estar present exclusivament en alguns
braquilirs entre els crustacis decapodes (Sime6 et al., 2009) suggereix que es
tracta d’un caracter apomorfic, mentre que el testicle lobular (en diferents ver-
sions) seria el caracter plesiomorfic. La causa de laparicid del testicle tubular és
desconeguda. Tanmateix, tenint en compte que la cabra de mar presenta unes
estrategies reproductives particulars entre els braquitirs, com ara la separacio
de les fases de creixement i reproduccio per la muda terminal (Gonzalez-Gurri-
aran et al., 1995) o el desenvolupament larvari abreviat (Guerao et al., 2008), és
possible que el testicle tubular presente algun avantatge reproductiu.

El funcionament del testicle sembla ser similar en els dos tipus morfoldgics
de testicle. En el testicle lobular, els espermatogonis es troben a la zona
germinal, localitzada a la periféria del lobul seminifer (Krol et al., 1992). La
maduracio de les cél-lules germinals es déna en la zona central del lobul, i els
espermatozoides passen al tub col-lector i son transportats fins el conducte
deferent. La maduracié dels lobuls es pot donar sincronica o asincronica-
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ment. De la mateixa forma, la zona germinal del testicles tubular es troba a
la periferia del tub seminifer, formant una banda a lextrem oposat de la zona
d’evacuacio o tub col-lector, i lespermatogénesi ocorre en la zona central o
de maduracio del tub seminifer (Hoestlandt, 1948; Sapelkin i Fedoseev, 1981;
Simed et al., 2009). Tanmateix, al llarg del tub seminifer es produeix una
maduracioé longitudinal, anomenada onada d’espermatogenesi, en la qual es
pot veure la successio dels estadis de maduracié (Hoestlandt, 1948; Sapelkin
i Fedoseev, 1981). A la cabra de mar, no hem pogut determinar la longitud
de lonada de l'espermatogeénesi, tot i que en altres espécies com UEriocheir
sinensis aquesta onada és de 3 a 4 mil-limetres (Hoestlandt, 1948).

El repartiment d’esperma (sperm allocation) és una estratégia reproductiva
dels braquilirs qué consisteix en la regulacid de la quantitat d’esperma trans-
ferit a les femelles en funcié de l'exit reproductor immediat i les opcions
de copula previstes (Sato et al., 2006). En general, és acceptat que la inver-
si6 del mascle, en termes de quantitat d'esperma transferit, sera major quan
major siga la competéncia entre mascles (sperm competition) per assegurar
Uexit reproductiu del mascle, tot i qué també hi ha altres factors (Jivoff, 1997,
Rondeau i Sainte-Marie, 2001; Williams et al., 2005). D’aquesta manera, un
factor que també afecta el repartiment d’esperma és el nombre de femelles
presents (Rondeau i Sainte-Marie, 2001). Aixi, la quantitat d’esperma assig-
nada a cada copula pels mascles del cranc de les neus, Chionoecetes opilio,
disminueix en paral-lel a laugment de la proporcié de femelles per tal de
fertilitzar el major nombre de femelles. Aquesta estratégia, tanmateix, no
sembla donar-se en altres espécies (Sato et al., 2006; Sato i Goshima, 2007a).
La qualitat de les femelles, estimada com la mida, també sembla afectar la
quantitat d’esperma que els mascles els hi transfereixen, ja qué les femelles
més grans poden incubar meés ous, els mascles també transfereixen major
quantitat d’esperma (MacDiarmid i Butler IV, 1999; Sato et al., 2006; Sato i
Goshima, 2007a; Magallon-Gayédn et al., 2011). Un altre factor és el nombre
de copules que realitza un mascle, ja que la quantitat d'esperma disminu-
eix amb les copules successives (Jivoff, 1997; Rondeau i Sainte-Marie, 2001;
Wolcott et al., 2005; Sato et al., 2006; Rubolini et al., 2007; Sato i Goshima,
2007a; Sato i Yoseda, 2010). El restabliment de les reserves d’esperma també
juga un paper important en la quantitat d’esperma transferit, l'efecte del qual
€s meés intens en taxes baixes com Paralithodes brevipes (> 28 dies, Sato et al.,
2006) o Birgus latro (> 30 dies, Sato i Yoseda, 2010) en comparacio als 9-20
dies observat a Callinectes sapidus (Kendall et al., 2001).
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Considerant tots aquests aspectes que afecten el repartiment de l'esperma,
Uestructura tubular podria tenir algun avantatge en la produccié d’esper-
matozoides. En primer lloc, laugment de la mida de la zona germinal en el
testicle tubular, que forma una banda al llarg del tub seminifer en contrast
a la disposicié en cada lobul del testicle lobular, resultaria en un major nom-
bre d’espermatozoides produits. Per altra banda, l'estructura tubular es po-
dria haver seleccionat per augmentar la produccié d’esperma sense afectar
la mida del testicle, ja que lenrotllament del tubul seria major respecte el
testicle lobular. En aquest sentit, el testicle tubular de la cabra de mar, que
mesura 7,5-8,0 cm, resulta de Uenrotllament d’ aproximadament de 3 metres
de tub seminifer (Simeo et al., 2009).

Lestudi morfologic i descripcio del testicle planteja questions interessants
en relacio dels aspectes reproductius que tenen aplicacio en el cultiu de la
cabra de mar. La determinacié de l'estacionalitat de lactivitat dels testicles
és basica per a establir les condicions de manteniment dels reproductors.
En les disseccions realitzades a individus dels experiments del capitol 2 s’ha
constatat la preséncia d'espermatofors al conducte deferent al llarg de quasi
tot lany (observacié personal), la qual cosa suggereix que el testicle podria
estar tot l'any actiu. La duracid practicament anual del cicle reproductiu en
les costes del Principat d’Asturies (Garcia-Florez i Fernandez-Rueda, 2000),
aixi com en condicions de captivitat (Andrés et al., 2010 i capitol 2) tam-
bé pareix corroborar-ho. Per contra, si lespermatogénesi fora estacional, el
nombre d’esperma podria disminuir al llarg del cicle reproductiu i provocar
lesgotament de les reserves d’esperma en el conducte deferent, de forma
similar com ocorre en Paralithodes brevipes (Sato et al., 2005). Per altra ban-
da, no hi ha cap estudi sobre el repartiment de l'esperma en la cabra de mar,
tot i que, aquesta estrategia pot tenir una gran influencia en léxit repro-
ductiu com s’ha observat en les poblacions naturals (Sato et al., 2005; Sato
i Goshima, 2007a; 2007b). En aquest sentit, la determinaci6 de lUefecte dels
factors abans descrits: la preséncia d’altres mascles competidors, del nombre
de femelles, la talla de les femelles, les copules successives i el temps de re-
cuperacio, permetria el disseny acurat de protocols de gestié de la preséncia
dels mascles.

1.2 La glandula accessoria del conducte deferent posterior i la
competéncia dels espermatozoides

La paret del conducte deferent tendeix a presentar unes ramificacions o
diverticles en els Majoidea, la funcié dels quals sol ser lemmagatzematge
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d’espermatofors i/o fluids seminals, tot i qué també s’ha descrit l'absorcio
de materials i fagocitosi dels espermatozoides no transferits (Fasten, 1915,
1917; Mouchet, 1931; Hinsch i Walker, 1974; Sapelkin i Fedoseev, 1981; Die-
sel, 1991; Benhalima i Moriyasu, 2000).

La preséncia de diverticles en el conducte deferent de la cabra de mar ja
fou descrita amb anterioritat per Mouchet (1931). A més a més, s’ha vist en
aquesta tesi (capitol 1, article 1) que els diverticles apareixen de forma ai-
llada en la porcio distal del CD anterior i augmenten la seua mida i nombre
en el CD mitja, on s'emmagatzemen els espermatofors i els fluids seminals
que els acompanyen. Mouchet (1931) també va destacar la presencia d'una
glandula d’aspecte massiu a la zona posterior del CD, que en aquesta tesi
s’ha denominat la glandula accessoria del CD posterior, i la funcié de la
qual és la produccié i emmagatzematge de fluids seminals qué son transfe-
rits juntament amb els espermatofors durant la copula (Simeé et al., 2009).
El paper d’aquest fluids sembla estar relacionada amb la competéncia dels
espermatozoides (sperm competition). Donat que les femelles dels braquitrs
presenten estructures demmagatzematge de l'esperma, les espermateques
o receptacles seminals, els mascles han desenvolupat diferents técniques
per assegurar la paternitat de la descendencia (Diesel, 1991). Els recepta-
cles seminals sén uns embossaments de laparell reproductor femeni, con-
nectats amb lovari mitjancant loviducte i amb el gonoporus per la vagina.
En el cas de les femelles amb receptacles seminals tipus ventral, en els queé
Loviducte se situa en la zona ventral del receptacle seminal i prop de la va-
gina, s'assumeix qué l'esperma localitzat en la zona més ventral del recep-
tacle seminal sera utilitzat per a la fertilitzacié dels ous. D’aquesta manera,
els mascles han desenvolupat estratégies per ser els ultims en copular amb
les femelles (last male sperm precedence) i assegurar-se la paternitat de la
descendencia.

En el cas dels Majoidea, els receptacles seminals de totes les espécies des-
crites son de tipus ventral, incloent la cabra de mar (Diesel, 1991; Rotllant et
al., 2007; Sal Moyano et al., 2010). A linterior dels receptacles seminals, els
espermatofors es troben en la zona posterior (ventral) de lejaculat i envol-
tats de fluids seminals (Sainte-Marie et al., 2000; Sal Moyano et al., 2010).
D’aquesta manera, els fluids seminals arrosseguen l'esperma cap a la zona
dorsal, més allunyada de la zona de fertilitzacid, assegurant a l'dltim mascle
més probabilitat d’éxit reproductiu. La preséncia, doncs, de la massiva glan-
dula accessoria en el CD posterior suggereix que aquesta estratégia repro-
ductiva és significativa en aquesta especie.
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Una altra estratégia és la exhibicié de comportaments pre i postcopulatoris,
els quals es basen en la proteccio de la femella en periodes abans i després
de la copula per evitar la copula amb un altre mascle (Diesel, 1991). En el cas
de la cabra de mar, la proteccid de la femella després de la copula ha estat
observat en almenys un cas (observacié personal). En aquest cas, el mascle
que acabava de copular es va situar entre la femella i el mascle rival, el qual
va intentar desplacar laltre mascle amb agressions amb els quelipedes per
capturar a la femella. Aquest comportament agonistic, que ha estat descrit en
altres Majoidea (Hinsch, 1968; Schone, 1968; Stevcic, 1971; Rondeau i Sainte-
Marie, 2001) explicaria la pérdua de potes de les femelles durant les lluites
entre els mascles per copular amb elles i lefecte deleteri en la supervivencia
de les femelles de la presencia de dos mascles en un mateix tanc (capitol 2).

Aixi, sembla que aquesta espécie presenta una estrategia reproductiva per
assegurar la paternitat de l'ultim mascle. Tot i que son necessaris més estudis
per corroborar aquest fet, se’n deriven implicacions per al cultiu en captivitat
en relacio a la gestid dels mascles. En aquest cas, si ultim mascle transfe-
reix una quantitat suficient de fluids seminals que dificulte o impossibilite
la utilitzacié de l'esperma emmagatzemat, potser no seria recomanable que
una femella copulés amb més d’un mascle abans de cada posta. Aixi també
es minimitzaria el risc de ferides durant la copula. Si, per altra banda, es cor-
robora el comportament postcopulatori de proteccié de la femella, i Uefecte
de la preséncia de més d’un mascle per tanc en la condici6 de les femelles,
es podria desaconsellar la preséncia de més d’un mascle.

1. 3 Models de gestio dels mascles

La preséncia continua de varis mascles amb les femelles provoca una alta
mortalitat després de dos anys de captivitat (capitol 2). La mortalitat de les
femelles provoca un efecte negatiu en la produccid larvaria, pel qué es fa
necessari controlar la preséncia i el nombre dels mascles. En aquest sen-
tit, també es deurien considerar els efectes de les diferents estrategies re-
productives relacionades a la competéncia d’espermatozoides, com son el
repartiment d’esperma i els métodes de control de la paternitat. D’aquesta
manera, i a falta de desenvolupar estudis especifics per resoldre aquestes
qliestions, es proposen dos models de preséncia dels mascles per al cultiu en
captivitat de la cabra de mar (Figura 7):

- Model de preséncia puntual. En aquest model, tots els reproductors, tant
els mascles com les femelles, es troben en tancs separats, i només es permet

192



Discussio

el contacte per a la copula. Aquest model es podria utilitzar si els mascles
regulen la quantitat d’esperma en funcio del nombre de femelles. A més a
més, es podrien utilitzar diferents mascles per copular amb una o diferents
femelles, en funcid de la sincronia en la maduracié dels ovaris i permetria,
en cas de qué el temps de recuperacio de lesperma fora baix, assegurar la
fertilitzacié de la femella.

- Model de presencia continua. Aquest model es basaria en la preséncia con-
tinua d’un sol mascle amb un nombre determinat de femelles, i es podria do-
nar si els mascles no regulen la quantitat d’'esperma en funcié de la proporcio
de sexes. EL nombre de femelles estaria en funcid de la sincronitzacio de la
maduracio dels ovaris, de la disminucié de lU'esperma transferit en copules
successives i de la capacitat del mascle de recuperar les reserves d’esper-
ma. Tot i qué aquest model comporta un menor control de la reproduccié
respecte el model de preséncia puntual, presenta l'avantatge de la reduccio
d’infraestructures (tancs, canalitzacions...), processos (neteja, alimentacio...) i,
consequiientment, de costos.

A) Model de preséncia puntual

Figura 7. Possibles models de gesti6 de la preséncia dels mascles en captivitat de Maja
brachydactyla. En el model de preséncia puntual, tant mascles com femelles es troben en tancs
individualitzats. Els mascles sén transferits al tancs de les femelles només per a la copula.
En el model de preséncia continua, només un hi ha un mascle per tanc, amb un nombre de

femelles per determinar.
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2. La glandula androgena

La glandula androgena (AG, abreviacié de langlés androgenic gland) és el
teixit responsable de la diferenciacié sexual dels mascles dels crustacis, i
participa en el manteniment dels caracters sexuals masculins i lactivitat del
testicle (Ventura et al., 2011). LAG fou descrita per primera volta a Callinectes
sapidus (Cronin, 1947), tot i qué la seua funcié fou determinada uns anys des-
prés (Charniaux-Cotton, 1954). LAG produeix 'hormona de UAG (androgenic
gland hormone, abreviat AGH en angles) que sembla ser la Unica responsable
de les funcions de I'AG i té una naturalesa proteica amb una estructura sem-
blant a la insulina, motiu pel qual actualment s'utilitza el terme insulin-like
androgenic gland factor (abreviat en anglés IAG) enlloc d’AGH (Hasegawa et
al., 1987; Martin et al., 1999; Manor et al., 2007; Ventura et al., 2009). Lailla-
ment del gen que codifica el IAG en espécies d’interés aquicola (Taula 8) ha
estat lobjectiu durant els ultims anys, ja que la separacié dels 6rgans que
participen en la gametogeénesi (els testicles) i la regulacié de la diferenciacio
sexual (LAG) permet el control del sexe a través de manipulacions endocri-
nes en els crustacis. Aquestes manipulacions es feien mitjancant l'ablacio o
implantacio de UAG, o ladministracio d’extractes de U'AG que resultaven en la
feminitzacio dels mascles o la masculinitzacié de les femelles, respectiva-
ment (Ventura i Sagi, 2012). Recentment, s’han desenvolupat técniques mo-
leculars mitjangant ladministracié de RNA de doble cadena del gen J/AG (RNA
d’interferéncia) que permeten el canvi de sexe de forma parcial (Ventura et
al., 2009; Rosen et al., 2010) o total (Ventura et al., 2012).

Taula 8. Especies de crustacis decapodes d’interés aquicola en les que s’ha aillat el gen que

codifica per al /AG.

Fenneropenaeus chinensis Fc-IAG 1, Fc-1AG 2 Li et al.,2012
Marsupenaeus japonicus Maj-1AG Banzai et al., 2011
Penaeus monodon Pm-IAG Mareddy et al., 2011
Macrobrachium rosenbergii Mr-IAG Ventura et al., 2009
Macrobrachium lar Malar-1AG Banzai et al., 2012
Palaemon paucidens Papau-IAG
Palaemon pacificus Papac-IAG
Cherax quadricarinatus Cq-IAG Manor et al., 2007
Cherax destructor Cd-IAG Phoungpetchara et al., 2008
Callinectes sapidus Cas-IAG Chung et al., 2011
Portunus pelagicus Pp-IAG Sroyraya et al., 2010
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La manipulacié del sexe és d’interés per al cultiu d'espécies de crustacis
decapodes que presenten un patré de creixement, requeriments alimentaris
o comportaments diferents entre sexes amb l'objectiu de crear cultius
exclusivament d’'un sol sexe (Sagi i Aflalo, 2005). Els avantatges productius
del cultiu d’un sol sexe son varis, com ara la prolongacié de l'época de venda
o l'Us dels recursos energétics Unicament en el creixement. A més a més,
el cultiu d’'un sol sexe és més sequr mediambientalment, ja qué es redueix
el risc d’introduccié d'espécies a través d’escapaments incontrolats (Sagi i
Aflalo, 2005; Ventura i Sagi, 2012).

En el capitol 1, article 1 (Simed et al., 2009), 'AG de la cabra de mar es
va localitzar adherida al conducte ejaculador, la descripcio histologica de la
qual és semblant a la anteriorment descrita en altres espécies de crustacis
(Charniaux-Cotton, 1958; Charniaux-Cotton et al., 1966). El citoplasma de les
cél-lules de U'AG presenta un reticle endoplasmatic rugos ben desenvolupat,
suggerint, com en altres espécies, que el producte de la glandula és de tipus
proteic (Meusy, 1972). Tot i que no hi ha cap estudi al respecte en la cabra de
mar, els gens que codifiquen per al a IAG d’altres crancs com Callinectes sapi-
dus (Chung et al., 2011) i Portunus pelagicus (Sroyraya et al., 2010) han estat
aillats recentment i presenten una estructura i funcié semblant a la descrita
en altres crustacis decapodes. L'aplicacio de les técniques de manipulacié en-
docrina del sexe en la cabra de mar podrien ser d’interés per al cultiu exclusiu
de femelles qué sén més apreciades i amb una major valor economic que els
mascles pels ovaris i presencia dels ous (Anonim, 2007). En aquest sentit,
lesquema de produccié d’un cultiu de femelles de la cabra de mar requeri-
ria la inversié sexual de femelles en neo-mascles (individus genéticament
femelles i fenotipicament mascles), que en creuar-se amb un mascle normal
generaria una descendéncia 100% de femelles (Figura 8).

3. Viabilitat de lesperma, inseminacio i incubacié artificial

Lesperma dels braquilirs emmagatzemat als receptacles seminals roman
viable almenys un cicle reproductiu, i en algunes espécies, fins dos anys
(Paul, 1984, Sainte-Marie, 1993; Yamaguchi, 1998; Nagao i Munehara, 2007;
Darnell et al., 2009). De forma similar, els resultats del capitol 2, article 6
mostren que la viabilitat de lesperma de la cabra de mar és almenys de 18
mesos (dues temporades de reproduccid), estimada aquesta com la presen-
cia de larves acabades de descloure en els tancs en absencia de mascles.
Malgrat les dades de longevitat de l'esperma dels braquilrs, hi ha poca
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Femella (XX)

Inversio sexual

Neo-mascle X femella
(XX) (XX)

2a fase

b 100% Femelles (XX)

Figura 8. Possible esquema de produccié d'un cultiu de femelles exclusivament de Maja
brachydactyla, a partir del proposat per a braquiirs de Ventura i Sagi (2012). Esquema modificat
amb el consentiment de leditor. Aquest model es basa en qué les femelles de braquitirs sén
homogameétiques, tenen dos cromosomes sexuals homolegs (XX) i els mascles heterogametics

(XY). Els métodes d’inversid sexual de les femelles no estan desenvolupats.

informacio sobre els factors que lafecten. Com a la resta de grups animals,
s'assumeix que la viabilitat de U'esperma decreix amb el temps (Darnell et
al., 2009). Tanmateix, els fluids seminals presenten uns péeptids amb activi-
tat antibacteriana que protegeixen U'esperma durant l'emmagatzematge al
receptacle seminal (Jayasankar i Subramoniam, 1999; Huang et al., 2006). A
més a més, els fluids seminals en els que espermatozoides son transferits
presenten quantitats significatives de proteines, lipids i carbohidrats que
serveixen per cobrir les necessitats metabodliques dels espermatozoides, la
qual cosa és molt important degut al temps que els espermatozoides poden
arribar a estar al receptacle seminal (Subramoniam, 1991). Lesperma sem-
bla que presenta activitat metabolica, tant en vies aerobies com anaerobi-
es, mentre esta emmagatzemat al conducte deferent i al receptacle seminal
(Jeyalectumie i Subramoniam, 1987; Anilkumar et al., 1996). En aquest sen-
tit, U'absencia de mitocondris i d’activitat d’enzims oxidatius com la cito-
crom C oxidasa suggereixen que la via metabolica principal dels esperma-
tozoides és anaerobia (Subramoniam, 1991). En el cas de la cabra de mar, al
llarg de lespermatogénesi s'observa una degradacio dels mitocondris, els
quals romanen associats al complex d’estructures i organuls (complex SO)
a lespermatozoide (Simeo et al., 2010a; Simed et al., 2010b). Aquestos mi-
tocondris podrien presentar alguna activitat oxidativa, donat que presenten
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algunes crestes encara que molt reduides, i tenir un paper important en la
viabilitat de lesperma durant l'emmagatzematge en el receptacle seminal.
En aquest sentit, lestudi de la composicié bioquimica dels fluids seminals
produits per la glandula accessoria del conducte deferent posterior, aixi
com del metabolisme dels espermatozoides, incloent el paper del complex
SO serien d’'interés per determinar els factors que afecten la viabilitat dels
espermatozoides i la seua aplicacié al cultiu.

Tot i que els receptacles seminals semblen el lloc més adient per a l'em-
magatzematge i viabilitat de l'esperma, la criopreservacié dels esperma-
tozoides és una técnica d'interés per a laquicultura. La criopreservacio
presenta com avantatges la millora de la disponibilitat d’espermatozoides,
la reduccio d’animals, la creacié de bancs genetics o construccid de progra-
mes de cria selectiva (Bhavanishankar i Subramoniam, 1997). Tanmateix,
la majoria dels estudis se centren en el desenvolupament dels protocols
de preservacié (substancies conservadores, temperatura, temps) encara
queé recentment s’ha preservat esperma d’Eriocheir sinensis durant 450 dies
sense alterar la capacitat de reaccio acrosomica (Jeyalectumie i Subramo-
niam, 1989; Bhavanishankar i Subramoniam, 1997; Kang et al., 2009). La
criopreservacio de l'esperma de la cabra de mar permetria un avang tecno-
logic en els models de produccio, minimitzant el factor dels reproductors i
aprofitant els avantatges propis d’aquesta técnica (Figura 9). Lobtencié de
lesperma es podria realitzar amb estimulacions electriques, com ocorre en
altres espeécies de crustacis decapodes (Subramoniam, 1991), i lesperma es
podria preservar en funcié de les necessitats de produccio. Donat que la
fecundacid en els braquilrs s’assumeix que és interna, lesperma es podria
transferir directament a la femella (Bauer, 1986; Diesel, 1991). Tanmateix,
també és possible practicar la fertilitzacio in vitro en medi extern, com s’ha
provat en Perisesarma bidens (Sarker et al., 2009). La incubaci6 dels ous
també es podria realitzar in vitro, com ja ha estat provat amb exit en varies
espeécies de braquilirs tant en sistemes estatics o de flux, i amb antibiotics
per evitar la proliferacié de fongs i bacteris (Costlow Jr i Bookhout, 1960;
Lee i Yamazaki, 1989; Bas i Spivak, 2000; Zeng, 2007; Lee, 2009; Sarker et
al., 2009; Lee, 2011). La recol-leccio dels ous depén de lespécie, pero el
meétode més comu és el tall dels fils que subjecten els ous als pleopodis de
la femella (Zeng, 2007).
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ejaculacio
esperma criopreservaci6 €«———— fresc

 /
interna externa
v
incubacié femella artificial

Figura 9. Possible esquema de producci6 de larves de la cabra de mar utilitzant distintes

combinacions de criopreservacio, inseminacio i incubacid.

4, La domesticacio dels reproductors

L'eéxit reproductiu dels crustacis decapodes depen d’una gran varietat de fac-
tors (temperatura, disponibilitat d'aliment, salinitat, temps des de la darrera
muda, l'edat dels reproductors) qué genéricament s'agrupen en factors ambi-
entals i biologics (Benzie, 1997; Racotta et al., 2003; Sato et al., 2005; Sato et
al., 2006; Bas et al., 2007; Darnell et al., 2009; Verisimo et al., 2011). En aqui-
cultura, aquests aspectes han estat estudiats principalment en els llagostins
(Benzie, 1997; Racotta et al., 2003), que sén el grup de crustacis decapodes
de major importancia aquicola, tant en produccié com en valor (FAO, 2010).
Entre els factors ambientals, la temperatura, fotoperiode, intensitat de la
llum i altres parametres fisicoquimics de laigua, aixi com la mida dels tancs
dels reproductors tenen efecte en la reproduccid en captivitat (Benzie, 1997).
La condicio dels reproductors és un factor clau que afecta la qualitat i quan-
titat de les postes de llagostins, i pot ser manipulada en diferent intensitat
en el procés aquicola (Racotta et al., 2003). En aquest sentit, la nutricid, edat i
origen dels reproductors, lesgotament reproductiu, la manipulacié endocrina
i 'herencia geneética dels reproductors son factors que afecten la condicio
dels reproductors (Racotta et al., 2003). En els braquilrs d’interés aquicola,
la nutricio dels reproductors és el factor que esta rebent una major atencié
(Paterson, 2009).

En la present tesi, s’ha estudiat lefecte de la presencia dels mascles i del

fotoperiode (capitol 2). Els resultats indiquen que ambdos factors afecten el
nombre de larves acabades de descloure, i poden tenir un efecte en el pes

198



Discussio

sec individual i la composicié bioquimica de les larves. En el capitol 2 article
6, el nombre de larves en abséncia de mascles fou significativament menor
respecte la preséncia de mascles, degut a que les femelles en abséncia de
mascles consumien les reserves d’esperma dels receptacles seminals, men-
tre que les femelles en presencia de mascles copulaven i utilitzaven el nou
esperma. Lesgotament de les reserves d’esperma en postes successives de
femelles mantingudes en abséncia de mascles ha estat descrit en altres espé-
cies (Paul, 1984). A més a més, el contingut de proteines de les larves també
fou significativament major en preséncia de mascles, la qual cosa suggereix
que la presencia de mascles té poca influéncia en la composicié de les larves
acabades de descloure. De fet, el pes sec en presencia i absencia de mascles,
i els continguts de proteines i lipids en preséncia de mascles variaren estaci-
onalment, de forma similar a com havia ocorregut en un estudi previ (Andrés
et al., 2010). Aquests resultats suggereixen que el temps en captivitat o el
fotoperiode (Unic valor modificat al llarg dels experiments) tenen un efecte
significatiu en la reproduccio en captivitat de la cabra de mar. De forma sem-
blant, els resultats del capitol 2 article 7 suggereixen que el fotoperiode té
un efecte en la reproduccio de la cabra de mar, encara que no és suficient per
modificar el comportament reproductiu. Aixi, el desfasament de fotoperiodes
de lexperiment DP no va resultar en un endarreriment de la produccié prima-
veral, tot i qué, el fotoperiode 8L (8 hores de llum) va produir un nombre sig-
nificativament major de larves que la resta de tractaments de l'experiment
de fotoperiodes constants (experiment CP). La composicié bioquimica de les
larves acabades de descloure no varia estacionalment a Uexperiment CP, la
qual cosa podria ser efecte del fotoperiode en comparacié amb els resultats
obtinguts per Andrés et al., (2010), a larticle 6 (grup MP) i a larticle 7 (grup
control de lexperiment DP) on s’'observaren diferéncies estacionals significa-
tives sota un fotoperiode natural. La comparacié entre el pes sec individual
i contingut bioquimic proximal de les larves acabades de descloure a l'expe-
riment DP mostra diferéncies significatives en algunes estacions. Tanmateix,
quan aquestes dades s'organitzen en funcio6 de les estacions naturals, enlloc
de les estacions experimentals, aquestes diferéncies ja no son significatives,
la qual cosa corrobora que la modificacio del fotoperiode és insuficient per
modificar el comportament reproductiu de la cabra de mar.

Un altre aspecte estudiat en els llagostins d’interes aqlicola és lefecte de
Lorigen dels reproductors, generalment salvatges o domesticats, en el rendi-
ment reproductiu (Racotta et al., 2003). Els resultats en aquest camp son de
dificil interpretacid, ja que les dades d’alguns parametres son contradictories
(Racotta et al., 2003). Tanmateix, l'Us de reproductors criats en captivitat és
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avantatjos en alguns aspectes (Racotta et al., 2003; Wu et al., 2010). EL cultiu
de braquilirs depen de reproductors salvatges que sén capturats i transpor-
tats a les granges on es mantenen per a leclosio de les larves (Wu et al.,
2007; Wu et al., 2010). Aquesta practica, tanmateix, limita el desenvolupa-
ment sostenible de lactivitat aquicola degut a la variacié en quantitat i qua-
litat dels reproductors i Uentrada de patogens a les granges (Wu et al., 2010).
A més a més, la utilitzacié de reproductors salvatges pressiona les poblacions
naturals d’aquestes especies, que també solen ser espécies d’'interés pesquer,
comprometent la viabilitat de les poblacions naturals. La domesticacié dels
reproductors, entesa com la utilitzacié de reproductors criats en captivitat
(Quinitio et al., 2011) és un fet necessari per superar aquesta situacio. La
domesticacio, per altra banda, presenta una serie d’avantatges com ara la re-
duccié dels costos d'operacid, la disponibilitat de llavor durant tot lany i per
tant una disminucié de les variacions estacionals del producte i lestabliment
de programes de millora genética (Wu et al., 2010).

En aquest sentit, tant el sistema d’estabulacié com lorigen (salvatge o do-
mesticat) afecten la qualitat dels reproductors i de les larves en els braquilrs
(Wu et al., 2007; Wu et al., 2010). En la present tesi, el rendiment reproductiu
i composicio de les larves acabades de descloure dels grups de reproductors
utilitzats en el capitol 2 es poden comparar per determinar lefecte de la uti-
litzacié de dos estocs de reproductors d’anys diferents: 2005 i 2008. EL grup
2005 es correspon al tractament MP de larticle 6 i el grup 2008 al control de
Uexperiment DP de larticle 7, capturats en novembre de 2004 i 2007, respec-
tivament, a la Ria d’A Coruna per pescadors de flota artesanal i es mantin-
gueren en les mateixes condicions d’estabulacid: fotoperiode natural, 18°C,
salinitat, alimentacid i proporcio de sexes, durant els dos anys d’experiment.

La mida i pes de les femelles variaren significativament entre els dos anys,
essent les femelles de 2005 de major mida i pes (Taula 9). Aquestes diferén-
cies, tanmateix, no foren significatives en el cas dels mascles, tot i que els
exemplars de l'any 2005 tenien una major mida i pes. La mida de les femelles
és un dels principals factors que afecten el nombre i volum de la posta en els
braquilrs, ja que la mida de la femella determina la mida de labdomen on
s’'incuben els ous (Hines, 1982, 1991). Aquest fet també ha estat observat a la
cabra de mar, en la qué la principal causa de la variacio en el nombre d'ous
i pes sec de la posta fou adscrita a la longitud de la closa de la femella (Ve-
risimo et al., 2011). A més a més, també en aquesta espécie es varen trobar
diferencies interanuals significatives en la fecunditat i pes sec de la posta,
perd en aquest estudi foren atribuides al moment del mostreig (Verisimo
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Taula 9. Biometries de les femelles i els mascles dels estocs de reproductors de 2005 i 2008.
Les dades es presenten com mitjanadesviacié estandard i nombre d’individus mesurats (n). Els

superindexs en una mateixa fila indiquen diferéncies significatives (t-test de Student, p<0,05).

Femelles CL (mm) 163,92+5,842 9 142,26+8,38° 12
Pes (g) 1204,41+148,992 8 922,58+160,27° 12
Mascles CL (mm) 151,79+4.82 4 147,72+3 48 4
Pes (g) 1138,80+95,11 4 1109,75%74,19 4

et al,, 2011). En el cas de les presents dades, les diferéncies en longitud de
closca i pes, tot i ser significatives, no semblen tenir un efecte en el nombre
de larves, ja qué la producci¢ larvaria al final dels experiments fou semblant
en els dos grups de reproductors: 3,8 milions de larves a lestoc de 2005 i
4,0 milions a l'estoc de 2008 (Figura 10). En relacio a aquest fet, s’ha de tenir
en compte queé els estudis de fecunditat consideren el nombre d'ous i qué
al llarg de lembriogénesi es produeix una perdua d’ous per causes qué no
estan clarificades, la qual resulta en una disminucié del nombre de larves
que finalment desclouen (Figueiredo et al., 2008). També s’ha de considerar
que la supervivéncia de les femelles fou, amb excepcioé de la primera tardor,
superior en el grup 2008, la qual cosa explicaria el major nombre de larves
acabades de descloure.

54 ® 2005
O 2008

Nombre de larves (en milions)

Estacions

Figura 10. Producci6 larvaria acumulada dels grups 2005 i 2008 al llarg dels dos anys de

periode experimental.
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A linici de lexperiment, es van dissecar femelles i es van prendre mostres
d’hepatopancrees o glandula digestiva, i de lovari per a l'analisi bioquimica
proximal, qué es va realitzar sequint els métodes descrits en altres treballs
(Andrés et al., 2007). El contingut de proteines i carbohidrats de 'hepatopan-
crees, i els carbohidrats de Uovari també variaren significativament entre els
estocs de reproductors, i de la mateixa forma que amb les dades biometri-
ques, els valors de tots els components bioquimics foren majors en lestoc de
2005 (Taula 10). Els canvis en la composicid bioquimica entre els diferents
estocs de reproductors poden afectar la qualitat de les larves ja qué les re-
serves dels ous utilitzades durant la embriogénesi son mobilitzades des de
lhepatopancrees i lovari (Racotta et al., 2003).

Taula 10. Contingut bioquimic, en pg-mg* de pes sec, de 'hepatopancrees i ovari de les femelles
de la cabra de mar dissecades a linici de lexperiment dels estocs de 2005 i 2008. Les dades es
presenten com mitjana*desviacié estandard. EL nombre d’individus analitzats fou 2 en el grup
2005 i 8 en el grup 2008. Els superindexs en una mateixa fila indiquen diferencies significatives

(t-test de Student o test de Mann-Whitney, p<0,05). CH, carbohidrats; LPD, lipids; PRT, proteines.

Hepatopancrees PR 11612 82+10°
CH 11+32 7%1°
LP 433+156 412+63
Ovari PR 418+35 399+48
CH 50+11° 20£3°
LP 97%31 140+31

Al llarg dels experiments es van recol-lectar mostres de larves acabades de des-
cloure per a la seua analisi bioquimica proximal i estimacié del pes sec indivi-
dual. La comparacié entre els grups s’ha realitzat agrupant les dades de totes
les mostres de cada tractament. Els resultats mostren diferencies significatives
en tots els parametres entre estocs de reproductors (Figura 11). Només el pes
sec de les larves fou significativament major en lestoc de 2008, mentre que els
continguts de PRT, CH i LPD resultaren majors en lestoc de 2005. Lefecte de les
variacions de pes i composicio en la condicio i desenvolupament larvari de la
cabra de mar es desconeix, malgrat que s’han descrit possibles consequiéncies de
la diferent composicio de les larves en altres espécies de braquilrs en relacio a
Lorigen dels reproductors (Wu et al., 2010).

En resum, aquestes dades mostren la variabilitat de la produccié larvaria i la
composicié bioquimica de les larves acabades de descloure com efecte de la
utilitzacio de diferents d’estocs de reproductors. Les diferéncies observades
entre els estocs de reproductors podrien tenir conseqiiéncies en les fases
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larvaries, afectant tant a parametres bioquimics com de cultiu, com ocorre
en lespécie Portunus trituberculatus (Wu et al., 2010). La domesticacié de la
cabra de mar suposaria un avang important en el control de la qualitat dels
reproductors, necessari per al desenvolupament d’'un cultiu sostenible i pro-
fitos. En aquest sentit, a més dels estudis sobre diferents aspectes reproduc-
tius, com podrien ser la nutricié dels reproductors, seria interessant lestudi
de les condicions de cultiu per a U'engreix (cultiu de juvenils), aspecte que
determinara la qualitat dels reproductors domesticats.
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Figura 11. Pes sec (eix de lesquerra) i contingut bioquimic (eix de la dreta) de les larves
acabades de descloure de la cabra de mar obtingudes de reproductors capturats en 2005 i
2008. Les barres indiquen la mitjana i les barres les desviacions estandards. Els asteriscos
indiquen diferéncies significatives entre estocs de reproductors (t-test de Student o Mann-
Whitney, p<0,05). CH, carbohidrats; LPD, lipids; PRT, proteines.



