Estructura y ultraestructura del tegumento
de Mytilicola intestinalis, Steuer
(Crustacea Copepoda)

POR

M. DURFORT (1)

Mpytilicola intestinalis es un copépodo de la familia de los Clausidae
que se halla preferentemente parasitando la gldndula digestiva de mejillo-
nes y ostras, debido a su pigmentacién rojiza destaca facilmente al diso-
ciar el hepatopancreas del huésped. Como la mayoria de los copépodos,
Mpytilicola es unisexual y presenta un cierto dimorfismo que se manifiesta
principalmente en el mayor tamafio de las hembras, éstas tienen de 10 a
12 mm. de longitud, mientras que los machos no sobrepasan los 5 mm.
de longitud. Asi mismo, los ejemplares hembras maduros estian dotados
de dos sacos ovigeros que cuelgan a ambos lados de la furca caudal.

Hemos hallado dicho copépodo en un 60 a 65 % dec los ejemplares
de mejillones examinados, siendo mucho mas frecuente su presencia en
los de vivero que en los de roca. El ndmero de parésitos por huésped varia
considerablemente, siendo normalmente de 3 a 5, sin embargo ANDREU
(1963) -en mejillones de las rias gallegas cita casos en los que ha llegado
a encontrar 47 por ejemplar; en estos casos extremos de infestacién los
mejillones no presentan la masa visceral excesivamente alterada, a pesar
de que no sélo se halla parasitada la glandula digestiva, sino también las
génadas.

Tras unas observaciones previas al microscopio éptico y al electrénico
hemos considerado interesante hacer un estudio detallado de dicho copé-
podo (aparato digestivo, reproductor, etc.), dado que es un material ficil
de obtener y por las particularidades estructurales que presenta.

Material y métodos

Los ejemplares de Mytilicola intestinalis estudiados han sido extraidos
de la glandula digestiva de Mytilus edulis y se han sometido a distintas
técnicas de fijacién atendiendo a los posteriores medios de observacion
a que iban destinados, por lo que describiremos escuetamente las tres
modalidades seguidas:

a) Los ejemplares destinados a ser estudiados con el microscopio
Optico han sido preferentemente fijados con formol al 6 %, con liquido
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de Carnoy (2), con Halmi y con liquido de Pampel (este tltimo muy ade-
cuado para la fijacién de estructuras quitinizadas).

Tras una permanencia de 24 horas en los liquidos fijadores se ha
procedido a la inclusién en parafina; en algunos casos se ha utilizado el
dioxano ccmo agente intermediario de la parafina, en sustitucién del cloro-
formo, a fin de facilitar la penetracién del medio de inclusién a través de
la cuticula, en otros casos y con la misma finalidad se han dejado los
ejemplares previamente fijados en alcohol butilico absoluto durante unas
dos semancs consigriéndese dptimos resultados.

Una vez obtenidos !os cortes histolégicos se han sometido a las clasicas
técnicas de tincién incistiendo en las que ofrecen imégenes panoramicas
como los métedos tricrémicos de AZAN, GALLEGO y MALLORY, asi como
con técnicas especificas, como son el ALCIAL AZUL y el método del Pas (3).

b) Los ejemp!rres destinados a ser estrdiados con el microscopio
electrénico * ¢n cido ¢ metidos a la doble fijacién convencional: glutaral-
dehido al 3 % tamponado con Sérensen, seguido de una postfijacién con
tetradxido d: ocmio a' 1 % igua'mente tamponado con Sorensen, el pH
en ambzs fijrciones ba tido rjuctado a 7,2 - 7,4, trabajandose a 4°C.

Desp. és de ina lenta y cuidadosa deshidratacion, empezando por el
alcohol de 300 se llega al alcohol absoluto, haciendo entonces dos lotes de
ejemplares, los que debian ser observados con el microscopio electronico
de barrido (b.1) y les que se reservan para ser estudiados con el micros-
copio electronico de transmision (b.2)

b.1) Ciando los ejemplares han estado sometidos a la accién del
alco! ol absclut-~, se pasa por varias fases de acetato de amilo y alcohol
absol. to (1:3., 2:2., 3:1) y finclmente en acetato de amilo puro. A con-
tinuacién se han sometido a !a técnica del punto critico, para metalizarlos
posteriormente ccn oro. Tras este proceso, muy habitual en estos tipos de
observacion, el material estd preparado para su estudio al microscopio
electrénico de bar:ido. Hemos trabajado con un microscopio Cambridge
del Servicio de Microscopia Electrénica de la Universidad de Barcelona.

b.2) Desp és de la deshidratacién de los ejemplares hasta el alcohol
absolito, el material se somete a varios pasos de éxido de propileno y
alcohol absoluto (1:3., 2:2., 3:1) para pasar finalmente a ¢xido de pro-
pileno pu:o y proceder seguidamente a la inclusién en plastico, preferen-
temente hemos inciuido en Araldita.

Tras la inclusién se han obtenido cortes ultrafinos, de unos 300 A de
grosor que tras su contrastado con acetato de uranilo y citrato de plomo,
se han observado con un microscopio electrénico de transmisién Phillips
200 del Servicio anteriormente citado.

(2) Tras una permanencia de un par de horas en el liquido de Carnoy .(alcohol a])soluto,
cloroformo y fcido acético) los ejemplares pierden totalmente su coloracién, habiendo habido una
total extraccién de pigmentos. Con un espectofotémetro hemos hallado una gran riqueza en beta
carotenos, pero sin lograr especificarlos ya que debe trabajarse con cantidades ingentes de miti-
licolas.

(3) De hecho estas técnicas pueden ser aplicadas a cualquier tipo de artré6podo de pequefio
tamaiio.
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Observaciones

Las observaciones efectuadas al microscopio electrénico de barrido
nos han proporcionado una gran informacién sobre la morfologia de la
cuticula, observandose detalles que por su diminuto tamafio, se escapan
del poder de resolucién del microscopio 6ptico. Todo el tegumento estd
erizado simétricamente de denticulos que tienen de 500 a 1000 milimicras
de longitud, ligeramente curvados hacia la parte posterior del cuerpo, por
lo que deben intervenir en la adherencia del parasito dentro de los drga-
nos del mejillon. ‘

En algunos ejemplares se ha observado como gran parte de la super-
ficie cuticular estd totalmente cubierta de colonias bacterianas, de espe-
cies todavia indeterminadas.

Asi mismo hemos obtenido interesantes imagenes de las antenas, enor-
memente simplificadas, de las patas atrofiadas, asi como de la furca caudal
(Figs. 1,2,3y4).

COMENTARIO DE LAS FIGURAS

{ — Imagen de la cara ventral de Mpytilicola intestinalis, obtenida con el microscopio elec-
trénico de barrido. Se trata de un ejemplar hembra, obsérvense los sacos ovigeros (sv).
(20 x).

2 — Detalle de la parte anterior del cefalotérax y de las antenas. Notese la disposicion
simétrica de los diminutos denticulos tegumentarios, asi como su orientacién hacia
atras. (300 x).

3 — Detalle de la tercera pata, con un tipico aspecto de paleta. (1000 x).

4 — Imagen de la furca caudal, en el centro de la que se abre la oblonga abertura cloacal.
(250 x).

5 — Corte del tegumento de Mytilicola observado con el microscopio electrénico de trans-
misién. Puede apreciarse la epicuticula (ep), la endocuticula (en), la felcha indica la
membrana de separacién existente entre la endocuticula y las células epiteliales. ER:
ergastoplasma, M: mitocondria, g: glucégeno, L: inclusién lipidica. (41000 x).

Las fotografias 1, 2, 3 y 4 han sido obtenidas con un microscopio electrénico de barrido.
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Al microscopio 6ptico se observa ‘como el tegumento estd formado
por una capa homogénea que corresponde a la cuticula, de unas 1,5 a
2 micras de grosor, que se tifie intensamente con la mayoria de los colo-
rantes histolégicos y en particular con el Orange G, el Alcian azul, dando
reaccion PAs positiva muy intensa, por lo que su naturaleza quitinosa
queda totalmente evidenciada. Esta capa se apoya directamente sobre un
epitelio monoestratificado de células cuboideas, que segiin la orientacidn
del corte pasa desapercibida, viéndose como la cuticula estd aparentemente
en contacto con la musculatura estriada de la pared del cuerpo.

Al microscopio electrénico de transmisién puede observarse como la
homogeinidad de la cuticula es sélo aparente, ya que puede distinguirse
una epicuticula que presenta una gran densidad a los electrones y que es
muy rica en mucopolisacdridos, teniendo una gran afinidad para el rojo
de rutenio utilizado en el contrastado de los cortes ultrafinos. El grosor
de esta epicuticula es de unas 20 a 30 milimicras, siendo un grosor muy
constante, incluso en las zonas en que el tegumento presenta una forma-
ci6n denticular.

Viene una capa a continuacién que corresponde a la endocuticula que
tiene de 1,2 a 1,8 micras de grosor 'y estid formada por un material granu-
loso-fibroso, que aunque tiene cierta afinidad para el rojo de rutenio, queda
mucho menos contrastada que la epicuticula, siendo menos densa a los
electrones (Fig. 5).

Esta endocuticula se apoya directamente sobre una limina consti-
tuida por dos capas densas a los electrones de un grosor total de unos
100 A.

Una o dos capas de células epiteliales, cibicas y con ndcleo promi-
nente se hallan en la base de la cuticula, separindola de la musculatura
adyacente. Entre dichas células epiteliales hemos encontrado contactos del
tipo de las interdigitaciones, no habiéndose observado hasta el momento
formaciones desmosémicas, como hubiera sido de preveer.
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Entre las estructuras citoplasmaticas cabe destacar la presencia de
escasas, pero voluminosas mitocondrias, d¢ 1,2 a 1,5 micras de didmetro,
de forma muy esférica, con crestas muy largas y bastante abundantes que
llegan a tabicar totalmente la poco densa matriz mitocondrial (Fig. 5).
Estos condriosomas destacan de los que se encuentran en otros tejidos
de Mytilicola, justamente en este material se presenta un acusado poli-
morfismo, siendo frecuente la observacion de imagenes andmalas, altera-
cién que atribuimos logicamente al régimen de vida parasitario del copé-
podo y a la anoxia a que cstdn sometidos la mayoria de los tejidos. Sin
embargo las mitocondrias del epitelio tegumentario son las mds «norma-
les», en el sentido que no hemos hallado en ellas figuras de involucién de
las membranas dc la pared mitocondrial, hinchamiento de las mismas,
bifurcaciones, etc., como se han hallado en las mitocondrias de otros teji-
dos (DURFORT, 1974).

El reticulo endoplasmaético rugoso estd muy desarrollado, presentando
saculos muy dilatados, con numerosas ramificaciones y anastomosis, por
lo que suponemos que esta estructura interviene activamente en la sintesis
del material que constituye la endocuticula. El aparato de Golgi, cn las
fases estudiadas se presenta muy poco desarrollado, posiblemente su mé-
xima actividad se presente después de cada muda, es un hecho a estudiar
més profundamente.

Al igual que en los restantes tipos cclulares de Mytilicola, gran parte
del citoplasma se halla invadido por grandes acimulos de rosetas de glu-
cdgeno. Sabido es que los mejillones tienen una gran riqueza de glucégeno
en todos sus tejidos, pues bien, Mytilicola posee, haciendo un rccuento
de tipo morfoldgico y topogrifico, un 75 % mas.

El nidcleo ocupa una posicién basal, presenta una distribucién muy
homogénca de su cromatina y destaca en general uno o dos grandes nu-
cléolos; no presentando ningtn detalle que sobresalga de las caracteristicas
generales de la ultraestructura de los nucleos.

Las células cpiteliales se apoyan sobre una bien desarrollada lamina
basal, que la separa de la musculatura estriada de la pared del cuerpo.

Resumen y conclusiones

El tegumento de Mytilicola intestinalis se presenta enormemente sim-
plificado con respecto a los tegumentos de los artropodos en general y de
los crustdceos en particular (BARBIER, DENNELL, HACkMAN, LOUVET, NE-
VILLE, etc.). La cpicuticula reviste una cuticula formada solamente por
uno de los tres estratos habituales: la endocuticula; esta simplificacién
se debe indudablemente a una adaptacién al régimen de vida parasitario,
tenicndo en cuenta que tienen una respiracién fundamentalmente cutdnea
y cuanto mis delgada sea la cuticula mas facilmente se llevara a cabo la
difusidén del oxigeno, lo cual cs de gran interés si sc ticne en cuenta la
escasa disponibilidad que tienen de él, dentro del hepatopéncreas.
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La presencia en las células del epitelio tegumentario de mitocondrias
no alteradas confirma el hecho de que en ellas llega bien el oxigeno,
mientras que a medida que nos alejamos del tegumento las mitocondrias
van presentando formas alteradas, ya que en los tejidos més internos de-
ben crearse condiciones préximas a la anoxia.

Pensamos completar este estudio de la cuticula de Mytilicola en ejem-
plares pertenecientes a distintas fases del crecimiento, ya que los estudia-
dos hasta el momento son ejemplares adultos; pudiendo ser de gran inte-
rés la actividad de las células epiteliales en los periodos anteriores y pos-
teriores a la muda.

SUMMARY

Ultrastructural study of the integument of the Mytilicola intestinalis, parasitic copepod
of the mussels (Mytilus edulis). The cuticle have only one layer: the endocuticle, covered
for one very thin layer of a dense material to electrons: the epicuticle. Study of the
structures of the epithelial cells.
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