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Origin of the mineral concretions of the midgut cells of parasitic copepods. A microanalytic and ul-
trastructural study.— A certain cell type exists in the midgut of parasitic copepods denominated the
vacuolated cells, characterized by a reduction in the microvilli. The vacuoles of the apical area are
extremely polymorphic and numerous intracytoplasmatic mineral concretions are observed as
being part of them. The vesicles of the rough endoplasmic reticulum and ocasionally the mitochon-
dria and the Golgi complex constitutes the organic matrix of the spherocrystals. The elemental
composition of the mineral concretions in their stage of maximum consolidation was studied using
the energy-dispersive X-ray microanalysis techniques. The most abundant constituent elements
observed were Ca, Mg, Na, P. Fe and Zn. The interrelationship between the spherocrystals and
the vacuoles is discussed in this paper as is their possible functional significance. It may consist of
a pathway to element storage for those elements which, like calcium, contribute to the formation
of the new cuticle. On the other hand, it may have a strictly excretory significance, through inacti-
vation of the different mineral elements whilst within the interior of these intestinal cells.
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INTRODUCCION

La pared del mesénteron de copépodos libres
y parasitos esta constituida por un epitelio cu-
yos elementos celulares llevan a cabo la ab-
sorcién de nutrientes y sintesis de distintos
enzimas. Un'tipo de células muy especializa-
das, las células vacuoladas, se hallan de forma
constante en el intestino de copépodos. Mor-
fol6gicamente pueden asimilarse a las células
B (“blisted cells”) del hepatopédncreas de
crustdceos decapodos (STANIER et al.,1968).
Debido a la ausencia de gldndulas digestivas
en los copépodos, dichas células asumen una
funci6n similar a la que realizan en hepato-
pancreas de crusticeos: digestion intracelular
y eliminacién de cuerpos residuales mediante
procesos de secrecién de naturaleza holocri-
na o macroapocrina (DURFORT, 1980; AR-

NAUD et al., 1980; POQUET, 1980).

En este tipo de células vacuoladas tienen
lugar procesos de inactivacién de sales mine-
rales por acumulacién y aislamiento de distin-
tos tipos de iones, constituyendo concrecio-
nes minerales intracitoplasmdticas de ndme-
ro y morfologia variable. De forma generali-
zada, este proceso de bioacumulacién tiene
lugar en distintos grupos de invertebrados, a
nivel de células especializadas de los epitelios
de revestimiento de las vias digestivas, si bien
adoptan distintas caracteristicas ultraestruc-
turales y significados funcionales (GOURAN-
TON, 1968; ABOLINS-KROGIS, 1970; GRAF &
MicuHAuUT, 1980; HUMBERT, 1978; DURFORT,
1981; POQUET, (1982).

En el presente trabajo pretendemos pro-
fundizar en el significado funcional de las
concreciones minerales de copépodos parési-
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tos, a partir del andlisis de su composicidn
elemental y del estudio detallado de las dis-
tintas fases de precipitacién del componente
mineral en la materia organica.

MATERIAL Y METODOS

Los ejemplares estudiados son hembras
adultas pertenecientes a la especie Lernan-
thropus kroyerii Van Beneden, que se halla
en régimen parasitario en las branquias de la
lubina. Los ejemplares proceden de Tossa de
Mar (Prov. de Gerona) y su tasa de infeccién
es del orden de un 60%.

Microscopia electrénica de transmisién

La fijacién de los ejemplares, enteros o frag-
mentados, se ha realizado siguiendo la técni-
ca de la doble fijacién con paraformaldchido
(2%) y glutaraldehido (2,5%) tamponados
con Sérensen manteniendo un pH de 7,3 y
realizando una posterior fijacién con tetréxi-
do de osmio (1,5%). Después de una deshi-
dratacién en concentraciones crecientes de
acetona, se ha procedido a la inclusién de la
muestra en resina tipo SPURR que prescnta
el grado de viscosidad y penetrabilidad ade-
cuadas para la textura del material. Los cor-
tes ultrafinos han sido contrastados con aceta-
to de uranilo y citrato de plomo (REYNOLDS,
1963). Las observaciones se han efectuado
con microscopio electrénico Philips modelos
EM?200 y EM301 del Servicio de Microscopia
de la Universidad de Barcclona.

Estudio microanalitico

Los cjemplares objeto de esta via de estudio
han sido fijados Gnicamente mediante los-al-
dehidos mencionados tamponados con S6-
rensen, con el fin de evitar las interferencias
que supone la osmificacién en el proccso de
analisis cualitativo.

El proceso de deteccion de los elementos
minerales se ha realizado sobre cortes de 3
um de grosor, del material incluido en Spurr.
Se han utilizado “stubs” de grafito y pclicula
“Mylar” para sustentar los cortes. Se ha omi-
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tido el metalizado con oro, aunque se han re-
cubierto los cortes con carbono. También se
ha aplicado el microanalisis a la seccién de
bloques previamente piramidados, de los que
se habian obtenido previamente cortes semi-
finos de control.

Se han utilizado un microscopio electréni-
co de barrido Cambridge modelo S-4 y uno de
tipo Philips (PSEM-500) que lleva incorpora-
do un sistema de dispersién de rayos X
EDAX-ECON Sv/Li del Dept. de Metalurgia
de la Escuela Técnica Superior de Ingenieros
Industriales de Barcelona. En la obtencién
del espectro de cnergias hemos trabajado con
ventana de berilio, bajo una tensién de acele-
racién de 25 kV.

RESULTADOS

La caracteristica mds rclevante de las células
vacuoladas de Lernanthropus kroyerii la
constituyen la presencia de un borde apical
altamente vacuolado y la presencia de esfero-
cristales, asi como la escasez de organulos ci-
toplasmaticos.

En los distintos tramos del intestino me-
dio se localizan tres estadios de las células B
(B,, B;, B;) quc se caracterizan por el progre-
sivo desarrollo del aparato vacuolar constitui-
do por vesiculas de endocitosis y vacuolas.
Las células B, no alcanzan la luz intestinal y
poseen un reticulo endoplasmatico muy poco
desarrollado. En un estadio més avanzado,
las células B, adoptan un aspecto caliciforme
y alcanzan una altura de unos 10 pm (fig. 1).
Las vacuolas de la zona supranuclear inician
un proceso de fragmentacion y en las dreas in-
tervaculares se localizan mitocondrias, algin
dictiosoma y vesiculas de reticulo endoplas-
matico rugoso, que prescntan zonas de frag-
mentacién y desorganizacién. En los distintos
estadios, el nicleo posce 4,2 um de didmetro
y un patrén de heterocromatina dispersa. El
nucléolo es conspicuo y claramente esférico
con didmetro de 1,5 um.

En el estadio B, se incrementan el nimero
de vesiculas de micropinocitosis y de vacuolas
de contenido heterogénco, que después de
fusionarse pueden medir unos 1,2 pm. Algu-



nas vacuolas presentan la morfologia de “lito-
somas”, es decir, de vacuolas que albergan
concreciones minerales.

Origen de los esferocristales.

El acusado polimorfismo que presentan los
esferocristales implica un proceso de forma-
cion en el que participan diversos organulos
celulares. Se aprecian dos etapas bien dife-
renciadas en dicho proceso: un estadio inicial
de formacion y uno o mas estadios de consoli-
dacion.

La fase inicial se observa preferentemen-
te en las células de tipo B, y de forma mas es-

Fig. 1. Célula tipo B, con es-
ferocristales (ec) y algunas
vacuolas heterofdgicas (V).
que ensanchan la region
apical. Se observan algunos
restos de reticulo endoplas-
matico alrededor del nu-
cleo, las puntas de flecha in-
dican una union septada de
tipo liso. 24300X.

B, type cell with sphaero-
crystals and some hetero-
fagic vacuoles, some endo-
plasmic reticulum  residues
around the nucleus can be
observed, the arrows show a
smooth  septate  contact.
24300X.

casa en las células B;. Las concreciones no so-
brepasan los 0,15 pm y se hallan en el interior
de vesiculas elipticas. La textura de la concre-
cién se condensa progresivamente y adquiere
un aspecto estratificado.

En la fase de consolidacion el incremento
de volumen y la progresiva compactacion del
material se debe al aporte de componentes
membranosos de distintos orgdnulos celula-
res. De forma esporadica se ha observado la
desorganizacion interna de mitocondrias y la
asociacion de su membrana con la membrana
vesicular (fig. 2). Asimismo, se ha detectado
un estrecho contacto entre las membranas de
vesiculas golgianas y la membrana del litoso-




ma (fig. 3). El proceso mas frecuente consiste
en la aportacién de materia organica a partir
de las membranas y del contenido de las vesi-
culas del reticulo endoplasmatico rugoso que
sufren un proceso de dilatacion y pérdida de
ribosomas (figs. 4, 5). Una vez se han consti-
tuido los esferocristales, se observa una clara
disminucién en el contenido de ergastoplas-
ma de la célula. Las distintas etapas del pro-
ceso quedan esquematizadas en la figura 6.

Composicion cualitativa de los esferocristales

Se ha estudiado células en estadio Bs, cuyos
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Fig. 2-5. 2. Proceso de for-
macion de un esferocristal
(ec) con aporte de material
mitocondrial (m), 52000X;
3. Etapa inicial de compac-
tacion del material granulo-
so que constituye el esfero-
cristal (flecha); Membrana
del litosoma, A.G. Com-
plejo de Golgi; RE. Reticu-
lo endoplasmdtico rugoso,
23500X; 4. Fragmentos del
reticulo  endoplasmatico
(RE), 24700X; 5. Conexion
membranosa entre las vesi-
culas del reticulo endoplas-
matico (RE) y la concrecion
mineral que se halla en pro-
ceso de formacion, 25500X.

2. Growing of a sphaero-
crystal with contribution of
the matrix mitochondrial
material (m), 52000X; 3.
Early stage of compactation
of granulose material, which
constitute  the concretion
(arrow), Golgi vesicles are
proximate of lytosome (L)
membrane; AG. Golgi com-
plex; RE. rough endoplas-
matic reticulum, 23500X; 4.
Endoplasmic reticulum resi-
dues, 24700X; 5. Membra-
nous connexion between
R.E. vesicles and mineral
concretions, which are for-
ming, 25500X.

cristales poseen un tamano y un grado de con-
solidacion que permite un mayor nivel de de-
teccion. Aplicando la técnica del “mapping”
al drea celular donde se agrupan de 15 a 20 es-
ferocristales, se ha determinado la presencia
y distribucion de los dos elementos mas abun-
dantes, el calcio y el fésforo. Este ultimo pre-
senta una mayor densidad de distribucién en
la zona estudiada, si bien el resultado se halla
parcialmente enmascarado debido a la utili-
zacion de tampon Sorensen que puede haber
introducido nuevos niveles de fésforo en los
tejidos (figs. 7, 8,9).

Posteriormente se han detectado los ele-



mentos de cada concrecion realizando un
andlisis de tipo puntual y hemos obtenido el
espectro de energias que aparece en la grafica
de la figura 10. La magnitud de los niveles de
energia alcanzados por el calcio y el fésforo se
ha puesto claramente de manifiesto, ya que se
habian eliminado previamente los elementos
mas contaminantes (osmio y oro) situados en
niveles energéticos muy proximos. Las pe-
quenas cantidades de los elementos metdlicos
detectados son constantes en todos los andli-
sis efectuados, si bien el pico de emision del
hierro presenta variaciones de un analisis a
otro. El nivel energético correspondiente al
zinc presenta una mayor constancia en las dis-
tintas detecciones efectuadas.

DISCUSION

Las concreciones minerales detectadas de las
células intestinales de L. kroyerii adoptan
una morfologia comparable a la de esferocris-
tales de epitelios de crustdceos y de inverte-
brados en general. Si bien todas las estructu-
ras minerales intracitoplasmaticas presentan
el mismo aspecto estratificado de las concre-
ciones de Lernanthropus, en esta especie el
grado de compactacion y la elevada osmiofi-
lia de distintas regiones de la concrecion indi-
can la presencia de abundante materia orgd-
nica, que motiva la intensa reactividad frente
ala técnica del P.A.S.

La intervencion de las distintas dreas cito-
plasmaticas en el proceso de formacion de
concreciones varia en las células bioacumula-
doras de las distintas especies. Aunque en un
mismo modelo celular pueden coexistir dis-
tintas vias, como ocurre en L. kroyerii (fig.
6), la intervencion del reticulo endoplasmati-
co rugoso constituye el mecanismo mas fre-
cuente de aportacion de materia orgdnica.
Este proceso se da de forma generalizada en
insectos y crustaceos (BALLAN-DUFRANCAIS,
1972; HUMBERT, 1974; DURFORT, 1981). La
localizacion estratégica de los profundos re-
pliegues de la membrana basal de las células
B; de Lernanthropus posibilita de forma adi-
cional un transporte ionico en la base de la cé-
lula mediante la intervencion de vesiculas de

m ° (2)

Fig. 6. Esquema de las posibles vias de formacion de
esferocristales en las células B (1,2,3). Una vez confi-
gurada la concrecion mineral puede existir un nuevo
aporte de material membranoso procedente del reti-
culo endoplasmatico rugoso (4).

Scheme of possible pathways of formation of
sphaerocrystals in B cells. After formation of mineral
concretions may be a new contribution of membranous
material from rough endoplasmic reticulum (4).

reticulo endoplasmatico rugoso (HUMBERT,
1978).

Las acumulaciones de materia mineral en-
tre las vesiculas del complejo de Golgi tnica-
mente han sido citadas en relacién con células
intestinales de insectos por WAKU & SUMIMO-
TO (1965) y SoHAL et al. (1977). En la especie
que hemos estudiado, interpretamos la inter-
vencion de dictiosomas en la formacion de las
concreciones como un aporte de sustrato or-
ganico no exclusivamente membranoso, sino
también de sustancias sintetizadas por la célu-
la, de naturaleza glucoproteica. No se exclu-
ye la posibilidad de la presencia de otras sus-
tancias, especialmente de origen lisosémico,
que puedan favorecer el proceso de minerali-
zacion (MARTOJA & TRUCHET, 1983).
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El origen mineral de las concreciones tni-
camente ha sido descrito en insectos por WIG-
GLESWORTH & SALPETER (1962) y en copépo-
dos por DURFORT (1980). El proceso de vesi-
culacion detectado en L. kroyerii implica un
mayor grado de destruccion de las membra-
nas y crestas mitocondriales, si bien podria
tratarse de etapas distintas de un tnico proce-
so de incorporacion de material lipido protei-
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Fig. 7-9. 7. Agrupacion de
esferocristales en una célula
vacuolada del mesénteron
de Lernanthropus kroyeri,
microscopio electronico de
barrido, 9500X; 8, 9. Deter-
minacion del calcio y fosfo-
ro mediante la técnica del
“mapping” en el drea ocu-
pada por las concreciones
minerales de la misma célu-
la.

7. Association of sphae-
rocrystals in vacuolated cells
in the midgut of Lernan-
thropus kroyerii, Scanning
Electron Microscope,
9500X,; 8, 9. Detection of
Calcium and Phosphorous
with mapping technique in
the region where mineral
concretions are located.

co, para constituir la porcion orgédnica de la
concrecion. Es bien conocida la importancia
de los procesos de incorporacion de calcio ala
matriz mitocondrial que tiene lugar en las cé-
lulas de distintos tejidos, principalmente de
mamiferos. Sin embargo, no parece probable
que el calcio intramitocondrial intervenga de
forma masiva en el proceso de biomineraliza-
cion, sino que la membrana mitocondrial uni-
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Fig. 10. Espectro obtenido del andlisis.de un esfero-
cristal, utilizando un analizador EDAX-ECON Si/Li,
con ventana de berilio. La situacién dc los picos de los
distintos elementos corresponde a la energia emitida
por cada uno, expresada en KeV. El anélisis se harca-
lizado sobre ¢l cortc de 3 um, de una muestra sin osmi-
ficar, depositado sobre soporte de grafito.

X-Ray spectrum of a concretion obtained with an
EDAX-ECON Si/Li analyser, with Berilium win-
dow. The positions of the main peaks of the different
elements (quantum energies expressed in KeV) are Phos-
phorous (2°01) Sulphure (2°30), Calcium (3°69), Iron
(6°40), Copper (8'04). The analysis has been made on
a semithin section of 3 um of a non osmified sample,
placed on graffit suport.

camente actdia como un mecanismo regula-
dor en el transporte de calcio (MEYRAN et al.,
1984).

La constancia en cuanto a la composicién
elemental de los esferocristales del intestino
de copépodos parasitos se pone de manifiesto
en las distintas especies de copépodos de vida
libre, asi como en otros grupos de crusticeos.
Distintos autores han demostrado que la pre-
sencia de un mismo elemento puede dar lugar
a distintas interpretaciones funcionales. Asi
ocurre con los dos elementos mayoritarios
que integran las concreciones del epitelio in-
testinal de crustéceos: el fésforo y el calcio.
GRAF (1966) estableci6 el ciclo de utilizacién
de las reservas calcareas en el intestino de an-
fipodos, que implica una progresiva via de
transporte transepitelial desde la etapa pre-
exuvial, en las sucesivas etapas de la muda.
Por otra parte, la presencia de fésforo y cloro

detectados en Lernanthropus kroyerii revela
una proporcion de sales en forma de fosfatos
y cloruros ligeramente menor que la que pre-
sentan las concreciones intestinales de espe-
cies de vida libre. En funcién de las caracte-
risticas de la cuticula de dichas especies y del
contenido de elementos minerales de los esfe-
rocristales, DUFORT (1981) atribuye a las con-
creciones intestinales una funcién esencial-
mente almacenadora, durante las etapas pre-
vias a la muda.

El material de reserva no siempre implica
una utilizacién directa de las sales de calcio en
procesos de consolidacién de las regiones cal-
céreas (ABOLINS-KROGIS, 1970). En algunos
moluscos lamelibranquios, la inmovilizacién
y reserva de calcio puede verse incrementada
a nivel de las branquias, en periodos prolon-
gados de hipoxia (SILVERMANN et al., 1983).
En copépodos de vida libre, DURFORT (1981)
ha estudiado el proceso de redisolucion de es-
ferocristales durante la etapa de la vitelogé-
nesis en que se requieren cantidades variables
de hormonas como la vitelogenina y aporte
de iones calcio.

La existencia de esferocristales en células
intestinales de insectos y aracnidos contribu-
ye a la conservacidn del equilibrio osmético.
Dicho mecanismo bioacumulador posibilita
una eliminacién efectiva de sustancias toxi-
cas, procedentes de la alimentaciéon (HuM-
BERT, 1978; SOHAL et al., 1977; GOYFFON et
al., 1983). Se ha comprobado que el bloqueo
de metales especificos en invertebrados mari-
nos, bajo condiciones contaminantes, consti-
tuye un tipo de excrecién por acumulacién
que contribuye a eliminar del organismo sus-
tancias nocivas incorporadas (MARTOJA,
1983). Sin embargo, el significado de los ele-
mentos metélicos en las concreciones minera-
les de L. kroyerii, queda por establecer, ya
que la presencia de los picos de emision del
hierro y el zinc podria atribuirse a la existen-
cia de estos elementos en las partes metélicas
de la cdmara del microscopio, que generan
radiaciones bajo la influencia de los electro-
nes retrodispersados.

En los copépodos parasitos que hemos es-
tudiado, la formacién de concreciones se da
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exclusivamente en las células de tipo B, que
llevan a cabo un proceso de digestién intrace-
lular (ARNAUD et al., 1980; PoQUET, 1980).
Mediante esta via, algunas especies de molus-
cos lamelibranquios, sumamente filtradores
concentran distintos elementos metalicos en
el interior de células digestivas, a través de li-
sosomas (BALLAN-DUFRANCAIS, et al.,
1982). El régimen ectoparasitario de Ler-
nanthropus implica activos mecanismos de
endocitosis en las células B, que contribuirdn
al almacenamiento y acumulacién temporal

de determinados elementos minerales, ad--

quiriendo un carécter excretor.

Unicamente las variaciones en el nimero
y el grado de consolidacion de los esferocris-
tales de L. kroyerii en las distintas fases de la
digestion, asi como un estudio microanalitico
de caricter cuantitativo, nos permitird com-
probar la validez de este hipotético significa-
do excretor.
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