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Ultrastructural study of the daughter sporocyst of Proctoeces maculatus (Digenea, Fellodistomati-
dae). Vesicle-membranous structures of the tegument.— The sac-like daughter sporocyst of Proctoe-
ces maculatus, parasite of the mussel, has a tegument, the ultrastructural features of which corresp-
ond to digestive and absortive functions. The external membrane of the tegument, increased by
the presence of the microvilli-like or intercrossed and anastomosed projections, depends on the
body region. In both cases, these projections are overlayed by a glycocalix on the apical and lateral
sides. Below them, there are numerous endocytic vesicles. Apart from these vesicles, the tegumen-
tary matrix contains mitochondriae and flattened cisternae of endoplasmic reticulum. The tegu-
ment extends on a basal lamina, below which two muscular layers have been shown. The basal lami-
na and the muscle layers are crossed by cytoplasmic communications between the tegument and the
parenchyma, where the endocytic vesicles are canalized. The birth pore, situated at an apex of the
larva, is lined by a tegument the outer membrane of which also forms microvilli-like projections,
and the matrix of which is filled by light vesicles.
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INTRODUCCION

El esporocisto, constituye en el ciclo bioldgi-
co de los digénidos, una fase multiplicativa de
produccién masiva de formas metaciclicas
subsiguientes en el ciclo: redias, cercarias u
otras generaciones de esporocistos, segiin las
especies. Su anatomia consiste simplemente
en un saco mas o menos alargado, a veces en
forma de tubo ramificado, con una pared de
complejidad variable, que contiene las célu-
las germinativas de las que se desarrollardn
las larvas que produce el esporocisto, las cua-
les, después de acumularse en la cavidad del
mismo, son expulsadas al exterior por dife-
rentes mecanismos.

Al ser el esporocisto una forma endopara-
sita del primer huésped intermediario, un
molusco, y carecer de cualquier vestigio de

aparato digestivo, los nutrientes necesarios
para mantener a dicha larva y a las larvas que
en €| se desarrollan, han de penetrar a través
del tegumento. Por tanto, la microanatomia
del mismo y las estructuras vesiculo-membra-
nosas que en €l se encuentran, estn en co-
rrespondencia con una funcién altamente ab-
sorbente. Estudios en este sentido han sido
realizados en distintos trematodos, entre los
que destacan: MEULEMAN et al. (1980), Go-
BEL & PaN (1985), FOURNIER & THERON
(1985) y FOURNIER et al. (1987) en Schistoso-
ma, IRWIN et al. (1978) en Cryptocotyle lin-
gua, ZDARSKA & SOBOLEVA (1985) en Posthar-
mostomum gallinum y Kok (1971) en Cerca-
ria buccini.

El presente trabajo versa sobre los rasgos
ultraestructurales del tegumento del esporo-
cisto-hijo del digénido felodistomatido Proc-
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toeces maculatus, pardsito del mejillén, con
una referencia al poro de puesta, constituyen-
do una continuacién del estudio ultraestruc-
tural realizado previamente considerando
esta larva en su totalidad (FERRER, 1981).

MATERIAL Y METODOS

El esporocisto hijo de Protoeces maculatus
tiene forma de saco de alrededor de 1 mm de
longitud, aunque este valor es muy variable
dadala gran contractibilidad de estalarva. En
un nimero de varios centenares, los esporo-
cistos en estudio parasitan el manto y la géna-
da del mejillén, dando a las regiones infecta-
das un caracteristico color anaranjado, que
destaca de las zonas circundantes. El indice
de parasitismo es de alrededor del 1%.

El ciclo biol6gico de P. maculatus esté de-
terminado (MARTINEZ, 1972; WARDLE,
1980). Las cercarias emitidas por el mejillén
invaden gusanos poliquetos nereidimorfos
donde se transforman en metacercarias; los
adultos se desarrollan en distintos peces labri-
dos, mediante ingestion por éstos de los gusa-
nos conteniendo metacercarias.

En P. maculatus se suceden dos o tres ge-
neraciones de esporocistos. En el esporocisto
madre (esporocisto I) se produce una genera-
cién de esporocistos (esporocistos II), los
cuales empiezan a invadir al molusco bivalbo;
en cada esporocisto Il se producen, segin la
época del afio, o una tercera generacion de
esporocistos, (esporocistos III), o esporocis-
tos III y cercarias simultineamente, o séla-
mente cercarias. La presencia masiva de es-
porocistos corresponde generalmente a los
esporocistos I11.

Para su estudio al microscopio electrénico
de transmision, los esporocistos aislados de
los mejillones infestados masivamente, han
sido sometidos al tratamiento convencional
con el que se procede a tal efecto: doble fija-
cién con paraformaldehido y glutaraldehido
al 3,5% ambos tamponados a pH 7,2 con tam-
p6n fosfato de Sorensen; inclusién en Spurr
(SPURR, 1969); contrastado de los cortes ul-
trafinos obtenidos con acetato de uranio y ci-

trato de plomo, éste dltimo preparado segin
la técnica de Reynolds (REYNOLDS, 1963). La
observacién se ha efectuado en un microsco-
pio de marca Philips, modelo EM200, del
Servicio de Microscopia Electrénica de la
Universidad de Barcelona.

Para el estudio al microscopio de barrido,
el material ha sido sometido a la misma doble
fijacién y osmificacién, y posteriormente me-
talizado con oro mediante la técnica del
“Sputtering”, tras previo tratamiento con
CO, liquido y posterior elevacién de la pre-
sion y temperatura hasta el punto critico del
mismo. Las observaciones han sido efectua-
das con un microscopio electrénico de barri-
do Cambridge Stereoscan modelo $4 del cita-
do Servicio.

RESULTADOS

El esporocisto sacciforme de P. maculatus
presenta una superficie tipicamente estriada
transversalmente, cuyas estrias, en el extre-
mo apical donde se encuentra el poro de
puesta, estdn dispuestas concéntricamente al-
rededor del mismo (fig. 1). Dicha superficie
aparece a menudo deformada, en el sentido
de poseer depresiones en las que se conserva
la estriacion caracteristica, por lo que dichas
depresiones son causadas posiblemente por
contracciones locales de la musculatura sub-
tegumentaria (fig. 1, flechas). Los esporocis-
tos III, producidos simultdneamente con cer-
carias, cuando coexisten con éstas en el inte-
rior de esporocistos II, se presentan con un
grado de desarrollo temprano, con una longi-
tud aproximada de 250 pm y con a lo sumo
una o dos bolas germinativas en su interior;
sin embargo en este estadio ya tienen diferen-
ciada la estriacion mencionada (fig. 2). Por
tanto, esta topografia superficial constituye
un caricter bastante precoz y perdura duran-
te todo el periodo de desarrollo del esporocis-
to. Los resultados que a continuacion se estu-
dian corresponden al esporocisto hijo, espo-
rocisto I o II, productor de cercarias con un
grado de desarrollo compatible con la exis-
tencia de algunas decenas de cercarias en su



Figs. 1,2. 1. Esporocisto
hijo de Proctoeces macu-
latus, presentando el
poro de puesta en un ex-
tremo y la superficie
estriada (—) (187x); 2.
Esporisco III aislado de
un esporocisto 1l en el
que coexiste con cerca-
rias (225x).

1. Daughter sporocyst
of Proctoeces maculatus,
with the birth pore at an
apex. The body surface
is transversally striated
(arrows) (187x); 2. Spo-
rocyst 111 separated from
sporocyst Il which coexist
with cercariae (225x).

interior, coexistiendo éstas con cercarias en
formacién y bolas germinativas.

La membrana externa del tegumento emi-
te una serie de eminencias con dos morfolo-
gias: unas son digitiformes a modo de micro-
villi, mas bien gréciles, aproximadamente de
las mismas dimensiones con valores medios
de 0,5 um de longitud y de 0,08 pm de grosor;
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la distribucién de las eminencias sigue fiel-
mente la estriacion caracteristica de la super-
ficie del cuerpo (figs. 3, 4). La otra:morfolo-
gia es a favor de unas proyecciones citoplas-
maéticas entrecruzadas y anastomosadas entre
si, recordando al neodermo de los tremato-
dos adultos, y conserviandose también la es-
triacion de la superficie (figs. 5, 6). En ambos
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casos el contenido de las eminencias es fina-
mente granuloso (fig. 7), aprecidndose una li-
gera estriacién longitudinal en el caso de los
microvilli (fig. 8). Un glucocalix relativamen-
te denso a los electrones cubre lateral y api-
calmente estas proyecciones (figs. 7, 8).

Adosadas a la superficie, se encuentran
unas masas subesféricas anarquicamente dis-
tribuidas, sin nexo aparente de unién con los
microvilli (fig. 4). Al no apreciarse en corte,
estas masas pueden constituir elementos ex-
trafios al tegumento en estudio.

En la base de las eminencias son abundan-
tes los hoyos y vesiculas revestidas (figs. 8, 9,
10). En la matriz tegumentaria, coexisten ve-
siculas desnudas, vacuolas y mitocondrias,
éstas en situacion generalmente basal y con
escasas crestas (figs. 10). La membrana basal
aparece ligeramente ondulada.

Esta membrana descansa sobre un estrato
ligeramente granuloso, considerablemente
denso a los electrones, de alrededor de 0,17
um de espesor, que constituye la ldmina ba-
sal. Es destacable el hecho de que esta ldmina
sigue fielmente los accidentes de dicha mem-
brana (fig. 11).

Debajo de la lamina basal se encuentra la
musculatura, en la que se distinguen dos ca-
pas musculares dispuestas perpendicular-
mente entre si, cortadas por tanto longitudi-
nal y transversalmente y orientadas con res-
pecto al cuerpo del esporocisto en direcciones
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longitudinal y circular; en ambos casos se
aprecian los filamentos de actina y miosina,
no observéndose, en corte transversal, dispo-
sicién geométrica alguna (fig. 11).

A lo largo de estas estructuras, lamina ba-
sal y musculatura, se observan discontinuida-
des o interrupciones por las que el tegumento
comunica con el parénquima (fig. 12). A nivel
de estas discontinuidades, la ldmina basal ad-
quiere un grosor sensiblemente mayor, y lle-
ga a formar un corto conducto por el que se
canalizan las vesiculas tegumentarias hacia el
parénquima (fig. 12).

En la matriz tegumentaria se encuentran
estructuras ovaladas o circulares, de 0,6 pm
de didmetro, con una periferia densa a los
electrones y en cuyo interior destaca una den-
sificacion también circular u ovalada relativa-
mente gruesa, inmersa en una matriz en la
que abundan vesiculas de contenido claro
(fig. 13). Se trata de una estructura sensorial
uniciliada, comin en platelmintos, en la que la
periferia densa corresponde a la unién entre la
estructura propiamente dicha y el tegumento,
y la densificacion central a la raiz ciliar.

El poro de puesta (fig. 14) se encuentra en
el extremo del esporocisto. El tegumento de
esta region de la larva descansa sobre una po-
tente musculatura (fig. 16) y esta repleto de
vesiculas de contenido claro de 0,25 pm de
didmetro medio, algunas de las cuales extru-
yen hacia la luz del poro (fig. 15).

Figs. 3-8. 3. Tegumento (T) cuya membrana externa emite proyecciones digitiformes a modo de microvilli (mv)
y en cuya matriz se observan vesiculas y mitocondrias (mt) en posicién basal (17000x); 4. La distribucién de estas
eminencias digitiformes sigue fielmente la estriacién caracteristica de la superficie, las masas subesféricas adosa-
das a la superficie (flechas), posiblemente sean elementos extrafios al tegumento, al no apreciarse en corte
(5500x); S, 6. La otra morfologia de las eminencias es a favor de proyecciones entrecruzadas y entrelazadas, con-
servéndose la estriacion superficial (8000x y 3000x); 7, 8. Detalle de las eminencias en el que se aprecia un conte-
nido finamente granuloso, en la base de las mismas son patentes numerosos hoyos revestidos y vesiculas revesti-
das (vp y flechas) (35000x y 75000x).

3. The tegument (T) the outer membrane of which forms microvilli-like projections and in whose matrix there
are vesicles and mitochondriae in the base (17000x); 4. The distribution of these digitiform projections is in agree-
ment with the striation of the body surface, subspheric masses against the surface (arrows) are possibily foreign ele-
ments of the tegument, since are not shown in section (5500x); 5, 6. The other morphology corresponds to intercros-
sed and anastomosed projections, surface striation is also present (8000x and 3000x); 7, 8. Detail of projections,
showing a fine granular content, below them many coated pits and coated vesicles are present (vp and arrows)
(35000x and 75000x).
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Figs. 9-13. 9. Detalle de
los hoyos recubiertos, las
flechas senalan el recu-
brimiento (9375x); 10.
En la matriz tegumenta-
ria (T) coexisten vesicu-
las revestidas con vesicu-
las desnudas y mitocon-
Jrias (mt) (24375x); 11.
El tegumento (T) descan-
sa sobre una lamina basal
(Ib) que sigue fielmente a
la membrana basal del
mismo, debajo de la li-
mina basal se encuentran
dos capas musculares sub-
perpendiculares entre si
(24000x); 12. Detalle de
una conexion entre el te-
gumento (T) y el parén-
quima (P) por la que se
vehiculan vesiculas en-
dociticas tegumentarias
(13125x); 13. Estructura
sensorial uniciliada, la
densificacion  periférica
corresponde al contacto
entre la estructura pro-
piamente dicha y el tegu-
mento, la densificacion
central corresponde a la
raiz ciliar, (T) tegumento
(46500x).

9. Detail of coated pits, arrows show the coat (9375x); 10. In the tegumentary matrix coated vesicles coexist
among uncoated vesicles and mitochondriae (24375x); 11. The tegument (T) extends on a basal lamina (Ib) situated
paralelly to the basal membrane below which two subperpendicular muscle layers are present (24000x); 12. Detail
of a connection between the tegument (T) and the parenchyma (P) through which the endocytic tegumentary vesi-
cles are canalized (13125x); 13. Unicialiated sensory structure, the peripheral electron density corresponds to the
contact between the sensory structura and the tegument, the central electron density correspond to the ciliary root

(46500x).



Figs. 14-16. 14. Detalle
del poro de puesta
(1500x); 15. Seccién del
poro de puesta, el tegu-
mento que lo tapiza pre-
senta microvilli y la ma-
triz tegumentaria estd re-
pleta de vesiculas de con-
tenido claro que extruyen
hacia la luz (L), M. Mus-
culatura (10125x); 16.
Detalle de las vesiculas
tegumentarias del poro
de puesta (41250x)

14. Detail of the birth
pore (1500x); 15. Cross
section of the birth pore,
the lining tegument shows
microvilli-like projections,
and the tegumentary ma-
trix is full of light vesicles
which protrude into the
lumen (L), M. Muscula-
ture (10125x); 16. Detail
of the birth pore’s
tegumentary vesicles
(41250x).

DISCUSION

El caracter intestinal de la superficie del cuer-
po del esporocisto implica una doble funcién:
absorcién y digestion. El cardcter absorbente
viene reflejado por la topografia de la superfi-
cie, caracterizada por las estriaciones y las
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eminencias citoplasmaticas, accidentes que
tienen por objeto aumentar la superficie de
absorcion. Ademas de darse en esporocistos,
este aumento de superficie se da también en
otras fases endoparasitas del ciclo biolégico
de los digénidos: generalmente en redias,
pues su aparato digestivo, aunque existente,
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es exiguo, y circunstancialmente en cercarias
como en la intrarrédica de Parorchis acant-
hus, cuya nutricion a través de la pared del
cuerpo domina ostensiblemente sobre la nu-
tricion intestinal (REES, 1971); entre las for-
mas adultas, Cyathocotyle bushiensis presen-
ta un 6rgano adhesivo altamente absorbente
con el correspondiente aumento de superficie
(ErAsMuUS, 1967).

El dimorfismo morfolégico de las proyec-
ciones citoplasméticas obedece a variaciones
regionales y no a grados de desarrollo, pues
se han observado en el digénido en estudio,
microvilli digitiformes tanto en esporocistos
jovenes coexistiendo con cercarias dentro del
esporocisto de la generacion precedente,
como en esporocistos desarrollados conte-
niendo varias decenas de cercarias en su inte-
rior. Sin embargo, esta variacioén regional no
se corresponde con una variacién funcional
del tegumento, en el sentido de que en el es-
porocisto de P. maculatus no se da una regio-
nalizacién como la que se da en el esporocisto
de Schistosoma mansoni, en el que se diferen-
cian regiones dilatadas y regiones contraidas,
siendo las primeras las que contienen las cer-
carias, presentdndose el tegumento y las co-
rrespondientes proyecciones citoplasmaticas,
distintas en ambas zonas; esta regionalizacion
es permanente en el esporocisto maduro de
este digénido (FOURNIER & THERON, 1985).
El esporocisto en estudio es un saco unifor-
me, con existencia de cercarias en todo su vo-
lumen, y, si bien se dan constricciones, éstas
son temporales, casi momentédneas, y séla-
mente obedecen a contracciones locales de la
musculatura subtegumentaria. Por tanto, al
no darse una regionalizacién funcional en el
esporocisto en estudio, y de acuerdo con las
diferentes imagenes del tegumento pertene-
cientes a distintas regiones, la distribucién de
los dos tipos de proyecciones puede conside-
rarse aleatoria.

En todo caso, este aumento de superficie
que representa la existencia de eminencias,
significa un aumento de la membrana externa
del tegumento a través de la cual pasan los nu-
trientes de bajo peso molecular con la ayuda
de moléculas transportadoras existentes en la

misma, paso que directa o indirectamente ne-
cesita el aporte de energia; queda justificada
con ello la presencia de mitocondrias en el ci-
toplasma tegumentario.

La absorcién de moléculas de alto peso
molecular y de particulas est4 corroborada ul-
traestructuralmente por la presencia del ele-
vado niimero de vesiculas de endocitosis exis-
tentes en el tegumento. Entre la poblacion
vesicular, se distinguen vesiculas revestidas y
vesiculas desnudas; el material incorporado
por las vesiculas es vehiculado hacia el parén-
quima a través de las conexiones existentes
entre éste y el tegumento, para la nutricién
del esporocisto y de las cercarias que se desa-
rrollan en su interior.

Las eminencias descritas estan recubiertas
externamente por un glucocdlix, el cual es
mds ostensible en el extremo de las mismas.
Este glucocdlix, presente en el tegumento de
todas las formas endoparasitas de digénidos,
excepto en las hemadticas, estd formado por
restos oligosacaridicos de los glucoconjuga-
dos de membrana, es decir de los glucolipidos
y de las glucoproteinas. Algunas de éstas se
ha comprobado que tienen naturaleza enzi-
madtica digestiva en enterocitos de vertebra-
dos (SEMENZA, 1986); al mismo tiempo, se ha
detectado una accién enzimatica digestiva en
esporocistos hijo de Cercaria linearis y C.
stunkardi, parasitos de Gibbula umbilicalis
(THOMAS & PASCOE, 1973). Por tanto, el glu-
cocdlix existente en el esporocisto en estudio
se puede relacionar con la funcién digestiva,
ademads de otras funciones tales como recono-
cimiento celular y antigenicidad, propias de
esta formacion.

La estructura sensorial descrita, corres-
ponde a una seccién transversal, a nivel de
bulbo, de una terminacién nerviosa bulbar
uniciliada; en dicho bulbo, cominmente hay
profusion de vesiculas de contenido claro. De
acuerdo con el comportamiento in vivo del
esporocisto en estudio, cuyo movimiento s6-
lamente se limita a contracciones y dilatacio-
nes locales, sin experimentar ningun tipo de
desplazamiento dirigido, no es frecuente en-
contrar estructuras sensoriales. No obstante,
estructuras bulbares uniciliadas que con mu-



cha maés profusion se describen en otras fases
del ciclo biologico de los trematodos, tam-
bién se han sefialado en esporocistos; concre-
tamente en Bacciger bacciger delafamilia Fe-
llodistomatidae (MATRICON-GONDRAN, 1971).

La existencia de un poro de puesta en uno
de los extremos de la larva marca una polari-
dad de la misma. Sin embargo, en cuanto a la
morfologia externa, no hay estructura alguna
asociada al poro, como por ejemplo el bot6n
terminal existente en el esporocisto hijo de
Opisthioglyphe ranae en cuyo centro se en-
cuentra la abertura (BusTa & NASINCOVA,
1988). El tegumento que tapiza el poro es una
invaginacién del tegumento que recubre el
resto del cuerpo, presentdndose los microvilli
caracteristicos, hecho que también se da en
Schistosoma mansoni (FOURNIER & THERON,
1985) y en Sch. japonicum (FOURNIER et al.,
1987). No obstante, la presencia de vesiculas
de contenido claro constituye una caracteris-
tica diferencial del tegumento del poro. La
extrusion de las mismas a laluz puede estar en
correspondencia con una lubrificacién de la
pared del mismo. En este sentido, cabe recor-
dar el modo de salida de la cercaria observado
in vivo: después de la salida del acetabulo, 6r-
gano adhesivo de mayor consistencia y vola-
men de la larva, el resto del cuerpo es practi-
camente lanzado al exterior; al mismo tiem-
po, se observa una evaginacién del poro du-
rante la salida de la cercaria. No es descarta-
ble una compresién de la larva por parte de la
musculatura subtegumentaria del poro; esta
compresion, alternada con los movimientos
de la cercaria, puede constituir uno de los de-
terminantes de la expulsién. Ulteriores sec-
ciones del poro durante su evaginacién y sali-
da de la cercaria, aportardn datos de los cam-
bios ultraestructurales en el tegumento del
poro durante la puesta.
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