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Ultrastructural study of larval forms of Bucephallus haimeanus (Trematoda, Digenea) in the
first intermediate host Ostrea edulis L.~ Bucephallus haimeanus (Trematoda, Digenea) is an
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INTRODUCCION

Dado el auge que suscitan los problemas
referentes a la biodiversidad, han aparecido
recientemente trabajos que correlacionan
aspectos del parasitismo con la distribucién
geogréfica de los huéspedes correspondien-
tes, utilizando metodologias complementa-
rias de tipo genético, bioquimico y tisular
(TIRARD et al., 1993). El presente trabajo
aporta datos interesantes en el dmbito de las
relaciones interespecificas existentes entre
moluscos bivalvos y trematodos.

Los trematodos digénidos constituyen el
grupo de gusanos planos parasitos mas comu-
nes y abundantes después de los nematodos

(AUFFRET & PODER, 1986). Se trata de un
grupo cosmopolita y la distribucién de una
determinada especie depende tanto de su
especificidad por el primer huésped como de
la existencia de las condiciones ecoldgicas
necesarias para que sea viable su ciclo biold-
gico (MARGALEF, 1991).

Bucephallus haimeanus Lacaze-Duthiers,
1854, es un trematodo digénido que pertenece
a la familia Bucephallidae y parasita de mane-
ra especifica a la ostra plana del Mediterrdneo
Ostrea edulis L., aunque se ha localizado tam-
bién ocasionalmente en la ostra japonesa,
Crassostrea gigas (DURFORT et al., 1991). En
otras especies de moluscos bivalvos se ha des-
crito la presencia de este pardsito, si bién se ha
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constatado que se trataba de otras especies
afines de bucefdlidos con pocas diferencias
estructurales y ultraestructurales respecto a B.
haimeanus (LAUCKNER, 1983).

Las primeras descripciones detalladas de
las respectivas cercarias halladas en molus-
cos bivalvos se deben a HOPKINS (1954).

Bucephallus haimeanus presenta un ciclo
bioldgico triheteroxeno, en el que estan
implicados dos huéspedes intermediarios y
uno definitivo (MATTHEWS, 1973b), asi como
varias fases larvarias (miracidio, esporocisto,
cercaria y metacercaria) y el individuo adulto.

La via de acceso de B. haimeanus a la
ostra es a través del tracto digestivo, por
ingestion y/o penetracion activa del miraci-
dio. Cerca del punto de entrada en el huésped
se inicia una metamorfosis regresiva, estimu-
lada por factores del huésped (CHENG, 1988)
y el miracidio se transforma en un esporocis-
to madre o esporocistégenio, que es un saco
germinal cilindrico. El esporocistégeno
mediante pedogénesis, tipo de partenogéne-
sis ciclica, origina los esporocistos hijos o
cercariégenos ya que en ellos se desarrolla,
las cercarias (JAMES & BOWERS, 1967b). A
diferencia del esporocistégeno, los esporocis-
tos hijos son altamente ramificados. Estas
ramificaciones se introducen entre los tejidos
del huésped causando importantes alteracio-
nes tisulares (JAMES, 1965; CHENG &
BurTON, 1965; JAMES & BOWERS, 1967a;
PRINCEP, 1993) y bioquimicas (CHENG, 1965;
CHENG & BURTON, 1966).

Las cercarias intraesporocisticas, una vez
desarrolladas rompen la pared del esporocis-
to y salen a través del sistema hemolinfético
de la ostra (MATTHEWS, 1974; WALLET et al.,
1985) al medio acudtico.

El presente trabajo aporta datos en el
ambito de las relaciones interespecificas exis-
tentes entre moluscos bivalvos y trematodos.
Se estudia la morfologia y ultraestructura de
dos de las fases larvarias de B. haimeanus que
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se localizan en el primer huésped intermedia-
rio O. edulis, es decir: esporocistos (multipli-
cacién) y cercarias (dispersién en el medio
acuético). La metacercaria y el adulto de esta
especie son pardsitos de peces teledsteos
principalmente.

MATERIAL Y METODOS

Los ejemplares de ostras (Ostrea edulis) estu-
diadas proceden de las bahias de Els Alfacs y
El Fangar en el delta del Ebro (Tarragona),
donde se cultivan preferentemente con el sis-
tema de bateas.

El estudio se ha realizado con los micros-
copios Optico y electrénico de transmisidon y
barrido:

— Microscopia éptica: las muestras se fijaron
con formol al 10% e incluyeron en parafina.
Los cortes obtenidos fueron tefiiddos con las
técnicas panordmicas convencionales de la
hematoxilina-eosina, tricrémico de Mallory
y ocasionalmente con el método V.O.F.
(GUTIERREZ, 1967).

— Microscopia electrénica de transmisidn: las
muestras fueron fijadas durante dos horas con
una mezcla de glutaraldehido al 3,5% y para-
formaldehido al 2,5%, tamponado a pH 7,2-
7,4 con tamp6n fosfato de Sorensen y una
postfijacién de una hora con tetréxido de
osmio al 1-2% en solucién con el mismo tam-
pén de Sorensen a 4°C. Posteriormente, tras
una deshidratacion con una serie de grada-
cién ascendente de acetona y paso por el
6xido de propileno, se incluyeron en resina
SPURR (1969). A fin de seleccionar la zona a
cortar se realizaron cortes semifinos de 1 uym
de grosor y se tifieron con azul de metileno
1% en bérax al 1%. Los cortes, de unos 30
nm de grosor, se contrastaron con acetato de
uranilo y citrato de plomo preparado segin
REYNOLDS (1963). La observacién se efectuéd
con un microscopio electrénico Phillips 200



de los Servicios Cientifico-Técnicos de la
Universidad de Barcelona.

— Microscopia electrénica de barrido: a partir
de los bloques de parafina se obtuvieron cor-
tes de unas 30um que, después de ser despa-
rafinados, se sometieron a bafios sucesivos de
acetato de amilo en diferentes concentracio-
nes, aplicdndose la técnica del “punto critico”
con un Sputtering Polaron E5000 y un poste-
rior metalizado con oro. Las microfotografias
se realizaron en el Servicio citado anterior-
mente con un microscopio electrénico
Hitachi S-2300, trabajando con una acelera-
cién de 15 KV.

RESULTADOS
Estructura del esporocisto

Estructuralmente, el esporocisto es un saco
cilindrico y altamente ramificado. Mediante la
microscopia Optica se observa que la pared
presenta gran cantidad de ndcleos intensamen-
te tefliidos. En el interior se hallan las cercarias
en distintas fases de desarrollo. En algunos
6rganos del huésped, O. edulis, llegan a for-
mar verdaderas bolsas de pardsitos (fig. 1).

Estructura de las cercarias intraesporocisticas

Las cercarias intraesporocisticas desarrolla-
das de Bucephallus haimeanus tienen, a nivel
estructural, un cuerpo globular de tamafio
muy variable y una cola unilobudada de la
que nacen dos apéndices caudales de gran
longitud. Son cercarias gasterostomas (boca a
nivel de la ventosa ventral) con un rhynchus u
6rgano de penetracién en la zona apical. El
sistema excretor mesostomo, que desemboca
directamente en la vesicula excretora, tiene
como unidad funcional las células flamigeras
o solenocitos.

PRINCEP & DURFORT
Ultraestructura del esporocisto

Ultraestructuralmente, 1o mdas caracteristico
de los esporocistos de este trematodo digéni-
do es su pared.

En la pared se diferencia el tegumento,
que se apoya sobre una ldmina basal y el sub-
tegumento o parénquima, el cual estd en con-
tacto con la cavidad del esporocisto.

El tegumento, con un grosor de 8-12 um,
estd delimitado por dos membranas plasmati-
cas, una interna y otra externa que se invagi-
na frecuentemente. Entre ambas membranas
se encuentran numerosos ndcleos, con pro-
minentes nucleolos, formando una estructura
sincitial. Al igual que en el tegumento de
otros bucefilidos, se han podido delimitar
tres zonas distintas (fig. 2): la mds externa
contiene numerosas vesiculas y un citoplas-
ma poco denso; la capa intermedia se carac-
teriza por la gran cantidad de nicleos
rodeados por un citoplasma electrodenso que
contiene algunas mitocondrias de crestas
pequeiias; finalmente, se localiza una estre-
cha capa interna con un importante reticulo
endoplasmatico rugoso vesiculado, asi como
zonas de citoplasma electrodenso que estdn
en contacto con las anteriores mediante pro-
longaciones.

Un detalle a destacar de la zona interna
del tegumento es la presencia de cuerpos
mielinicos o cuerpos membranosos concén-
tricos rodeados por un citoplasma electroden-
0. Su didmetro es de unos 30 nm a 0,5 um
(fig. 3) y la disparidad de tamafio es debida a
que estan formados por un niimero muy
variable de capas membranosas concéntricas.

El tegumento se apoya en una ldmina
basal amorfa, la cual no estd interrumpida
por prolongaciones citoplasmadticas. A conti-
nuacion se localiza el subtegumento, con los
haces musculares dispuestos en dos capas,
orientadas circular y longitudinalmente y a
menudo atravesadas por prolongaciones de
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Fig. 1. a. Seccion transversal de los esporocistos de B. haimeanus con cercarias en su interior: C. Cercaria; S.
Esporocisto. (V. O. F., 480X). b. Bolsas de esporocistos con cercarias en la base de las laminas branquiales
de O. edulis: B. Branquias; S. Esporocisto. (Hematoxilina-eosina, 220X).

a. Transversal section of the sporocysts of B. haimeanus. Inside there are the cercariae: C. Cercaria; S.
Sporocyst. (V.O.F., 480X). b. Bags of sporocysts with cercariae in the base of the gills of O. edulis: B. Gills;
S. Sporocysts. (Hematoxilina-eosina, 220X).
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Fig. 2. Pared del esporocisto de B. haimeanus: CD. Citoplasma denso; CSG. Célula somdtica gigante; GL.
Granulo lipidico; LB. Ldmina basal; Mit. Mitocondria; N. Nicleo del sincitio; REr. Reticulo endoplasmatico
rugoso; ST. Subtegumento; T. Tegumento; Vs. Vesicula. (13.950X).

Sporocyst wall of B. haimeanus: CD. Dense cytoplasm; CSG. Giant somatic cell; GL. Lipidic granule; LB.
Basement membrane; Mit. Mitochondria; N. Nucleus; REr. Rough endoplasmic reticulum; ST. Subtegument;
T. Tegument; Vs. Vesicle. (13950X).

las células somdticas gigantes. Dichas célu-  electrodensos de gran tamano, de 0,12a 1,0
las tienen un citoplasma muy electrodensoy ~ pm de didmetro y de naturaleza lipidica.
son muy vacuoladas. Inmersos en este cito-  Estos granulos tienen una membrana unitaria

plasma también se han observado granulos  limitante muy poco aparente (fig. 2).
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Fig. 3. Cuerpos mielinicos de la capa interna del tegumento: CD. Citoplasma denso; CM. Cuerpo mielinico; L.
Lisosoma; Mit. Mitocondria; MS Musculatura: ST. Subtegumento; T. Tegumento. (71.800X).

The myeloid bodies in the internal zone of the tegument: CD. Dense cytoplasm; CM. Myeloid body; L.
Lysosoma; Mit. Mitochondria; MS Musculature; ST. Subtegument; T. Tegument. (71800X).

Entre estas células somaticas se encuen-
tran las c€lulas germinales, con un gran
ntcleo.

Ultraestructura de la cercaria

La cercaria desarrollada de B. haimeanus esta
recubierta por un tegumento espinoso. Las
espinas se hacen mds evidentes en la zona
apical o rhynchus (fig. 4).
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A nivel ultraestructural este tegumento es
a su vez sincitial. En el citoplasma de dicho
sincitio se hallan un gran nimero de vesicu-
las de diferente electrodensidad. Se ha obser-
vado que las vesiculas, denominadas claras y
densas segun su electrodensidad, estan limi-
tadas por una membrana unitaria ligeramente
separada del contenido (fig. 5). La distribu-
cion de estas vesiculas varia en el tegumento
respecto a su distribucion en las células tegu-
mentarias, de las cuales proceden.
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Fig. 4. Microfotografia de microscopia electronica de barrido de la cercaria intraesporocistica desarrollada de
B. haimeanus: ap. Apéndice caudal; RH. Rhynchus; T. Tegumento del esporocisto. (1.000X).

Scanning feature of well-developed intrasporocystic cercaria of B. haimeanus: ap. Caudal appendix; RH.

Rhynchus; T. Sporocyst tegument. (1000X).

Las células tegumentarias estan conectadas
al tegumento mediante puentes citoplasmati-
cos abiertos. Estos puentes atraviesan la mus-
culatura del subtegumento y la ldmina basal.
Estas células tegumentarias (fig. 5) se caracte-
rizan por tener un gran nucleo, mitocondrias y
un reticulo endoplasmdtico rugoso de sdculos
aplanados muy desarrollado y que estd impli-
cado en la formacion de las vesiculas.

En la cercaria la musculatura esta distri-
buida en tres capas: circular, longitudinal y

oblicua (fig. 6). Observada longitudinalmen-
te, esta musculatura no es estriada y trans-
versalmente presenta miofilamentos de
distintos grosores (de 25 a 5 nm), cuya distri-
bucién sigue un patrén especifico de un mio-
filamento grueso rodeado por ocho a 14
miofilamentos delgados.

Esta estructura del tegumento se modifica
en los apéndices caudales. Asi se ha podido ver
que los apéndices de B. haimeanus presentan
un tegumento asimétrico debido a la existencia
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de granulos de secrecion en sélo una de sus
caras (fig. 7), lo que implica que en dicha cara
la membrana externa esté¢ mds desdibujada que
en la otra. Ademads, en el subtegumento, este
apéndice tiene Gnicamente dos capas muscula-
res, la externa circular y la mads interna longitu-
dinal. Superficialmente se localizan unas
estructuras sensoriales uniciliadas o sensilas.
La ultraestructura del tegumento también
contintia en la faringe succionadora ventral
(fig. 8), donde se hace mas lagunar a medida
que se desarrolla la cercaria, aumentando la
superficie de absorcion. Asi mismo, la mus-
culatura del acetabulo o ventosa ventral con-
tinda en la faringe, identificindose como

42

Fig. 5. Detalle de la ultra-
estructura de una célula
glandular tegumentaria de
la cercaria: N. Nicleo:
REr. Reticulo endoplasma-
tico rugoso; VC. Vesicula
clara; VD. Vesicula densa.
(23.500X).

Detail of cercaria
glandular tegumentary
cell ultrastructure: N.
Nucleus; REr. Rough
endoplasmic reticulum;
VC. Clear vesicle; VD.
Dense vesicle. (23500X).

musculatura meridional externa e interna, las
cuales se hallan conectadas entre si por haces
musculares perpendiculares a ellas y que
constituyen la musculatura radial. Una carac-
teristica de la ultraestructura de la faringe es
el gran grosor que presenta la lamina basal.
Esta faringe desemboca directamente en el
saco intestinal que, a diferencia de otras espe-
cies de trematodos, es tnico.

En el tejido parenquimatico se halla
inmerso el sistema excretor de la cercaria, casi
idéntico al del individuo adulto. Las células
flamigeras, con un citoplasma bastante amor-
fo, nicleo voluminoso y numerosas vacuolas,
presentan apicalmente un pincel de cilios.
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Fig. 6. Musculatura subtegumentaria de la cercaria: MC. Musculatura circular; ML. Musculatura longitudinal;

MO. Musculatura oblicua; Mit. Mitocondria; VS Vesiculas de una célula tegumentaria. (18.400X).
Subtegument musculature of the cercaria body: MC. Circular musculature; ML. Longitudinal
musculature; MO. Oblique musculature; Mit. Mitochondria; VS Tegumentary cell vesicles. (18400X).

DISCUSION

Las diferencias estructurales de las cercarias
de B. haimeanus respecto a las de otros buce-
falidos son dificiles de apreciar, siendo casi
imposible a nivel de los esporocistos. De
hecho, hubo bastante confusionismo para

determinar la especie a la que realmente per-
tenecia un determinado bucefélido hasta que
se estudiaron ultraestructuralmente y tras la
aplicacion de técnicas inmunolégicas
(LAUCKNER, 1983).

Una caracteristica de las cercarias,
facilmente identificable mediante la

43



Misc. Zool. 17, 1993-1994

Fig. 7. Corte transversal de la zona media de un apéndice caudal de la cercaria, con tegumento asimétrico: CB.
Cuerpo basal; CL. Sensila uniciliada; DL. Densificacion lateral; GS. Granulo de secrecién; LB. Lamina basal;
MS Musculatura. (30.600X).

Transversal section of the middle zone of a cercaria caudal appendix, with non-symmetrical tegument:
CB. Basal body; CL. Uncilied sensile; DL. Lateral densification; GS. Secretion granule: LB. Basement
membrane; MS Musculature. (30600X).
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Fig. 8. Corte transversal de la faringe gasterostoma de la cercaria: LB. Lamina basal: MME. Musculatura meri-
dional externa; MMI. Musculatura meridional interna; MR. Musculatura radial: T. Tegumento lagunar.
(8200X).

Transversal section of the pharynx of a gasterostomated cercaria: LB. Basement membrane; MME.
External meridional musculatura; MMI. Internal meridional musculatura; MR. Radial musculature; T.
Lacunar tegument. (8200X).
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microscopia éptica, es el tipo de cola que
presenta el trematodo a estudiar, mientras que
la de B. haimeanus es unilobulada, en
muchas otras especies de bucefélidos es
trilibulada (HOPKINS, 1954; MATTHEWS,
1973a). Otros rasgos estructurales distintivos,
pero no sufucientes para determinar la
especie de las cercarias, son la posicién de la
boca y el tipo de sistema excretor.

En este estudio se corrobora gran parte de
lo descrito hasta el momento respecto a la
ultraestructura de la pared del esporocisto de
B. haimeanus (JAMES et al., 1966; FERRER,
1984, 1987; PRINCEP, 1993).

En el tegumento de estos esporocistos que
invaden Ostrea edulis se ha podido diferen-
ciar tres zonas, semejantes a las de los espo-
rocistos de trematodos digénidos hallados en
Cardium edule (JAMES et al., 1966). En la
fase final del desarrollo de los esporocistos,
las dos capas mds externas del tegumento
degeneran, quedando sélo la mds interna con
las prolongaciones de citoplasma electroden-
so que incrementan la superficie de contacto
y absorcion del pardsito.

La presencia de cuerpos mielinicos en la
mayoria de los esporocistos de B. haimeanus
son un rasgo distintivo importante frente a
otros bucefdlidos. Estos cuerpos, de origen
golgiano constituyen una reserva destinada a
aumentar el tamafio y superficie del tegu-
mento durante el desarrollo del parésito y
también posibilitan el incrcmento de volu-
men que se produce en las zonas cercariogé-
nicas, si bien no se descarta la posibilidad de
que sean una respuesta inmunolégica de pro-
teccion frente al rechazo del huésped, tal
como menciona FERRER (1984) en el caso de
Proctoeces maculatus, trematodo digénido
hallado en el mejillén.

Cuando la célula somdtica gigante del
subtegumento se encuentra en fase de sinte-
sis, los granulos lipidicos caracteristicos del
esporocisto de B. haimeanus se colocan tan-
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gencialmente entre si, adoptando formas mas
0 menos poliédricas, mientras que en las
fases de almacenamiento son mds redondea-
dos. Estos resultados coinciden con los halla-
dos por FERRER (1987).

Como es habitual en la mayoria de las
especies estudiadas hasta el momento, las
células germinales, que se hallan entre las
células somaticas gigantes, formaran las
bolas germinativas de las cuales derivan las
cercarias. Estas células germinales, sélo se
localizan en algunas cdmaras o zonas cerca-
riogénicas de las ramificaciones (MATTHEWS,
1973a).

El tegumento sincitial de la cercaria de B.
haimeanus se ha formado a partir de un epite-
lio embrionario primitivo, el cual viene a sus-
tituir al sincitio de envoltura de la bola
germinativa. Asi mismo, las vesiculas clara y
densas, procedentes de las células glandula-
res tegumentarias del parénquima del cuerpo
de la cercaria, ayudan a la formacién del
tegumento en sucesivos aportes glandulares,
de manera semejante a eomo describe
FERRER (1984) el desarrollo del tegumento en
las cercarias de P. maculatus.

En B. haimeanus no se han podido dife-
renciar los diversos tipos de vesiculas que se
han descrito en otras especies atendiendo a su
tamario, forma (redondeada, ovalada, baston-
cillo) y tipo de electrodensidad de la matriz y
ello es probable que sea debido a no haber
estudiado todas las fases de maduracién, por
ser éstas de muy corta duracién. Se especula
con la posibilidad de que unas vesiculas deri-
ven de otras (FERRER, 1984). Esta teoria se
sustentarfa con la existencia de los puentes
citoplasmadticos entre el tegumento y las c¢lu-
las tegumentarias, mencionados por primera
vez por HiIGGINS (1980) y que permitirian el
paso de las vesiculas durante el proceso de
formacién del tegumento.

Se ha observado que a nivel de la muscu-
latura del subtegumento de la cercaria de esta



especie no se presentan caracteristicas espe-
ciales y sigue la misma distribucién que en
Proctoeces maculatus (FERRER, 1984).

El tegumento asimétrico de los apéndices
caudales descrito en este estudio en la cerca-
ria de B. haimeanus también se observ$ en
Bucephaloides gracilescens que parasita a
Abra alba (MATTHEWS, 1973a, 1974). El
hecho de que la membrana externa de este
tegumento se observe méds o menos definida
en un momento dado, es indicativo del grado
de contraccién de ese apéndice, ya que en los
momentos de mdxima contraccidn los granu-
los de secrecién son liberados al exterior.

Respecto a la ultraestructura tanto de la
pared de la faringe como de las células flami-
geras del sistema excretor, descritas en el pre-
sente estudio en la cercaria de B. haimeanus,
no se han hallado diferencias significativas
con la ultraestructura de estos mismos 6rga-
nos descrita hasta el momento en otros trema-
todos (MATTHEWS, 1973a, 1974; FERRER,
1984). El nimero y disposicién de las células
flamigeras del sistema excretor son especifi-
cos de cada cercaria e importantes para su
clasificacién taxonémica. En el caso de B.
haimeanus scguirian la férmula de 2x8 a
2x41 (MATTHEWS, 1973a; COMBES et al.,
1980).
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