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Ultrastructural study of tegumentary vesicles of posterior region in the intrasporocystic cercaria
Proctoeces maculatus (Trematoda, Digenea, Fellodistomatidae).— In the tegument that overlaps
the posterior region of the body of the cercaria of Proctoeces maculatus large lenticular vesicles
coexist among two other kinds of vesicles. Lenticular vesicles are formed at high
nuclear/cytoplasm ratio subtegumentary cells in which a rough endoplasmic reticulum (RER) with
a high plcomorphic cisternac is very apparent. The Golgi complex is less important. Two or three
cisternac of RER contributes in each lenticular vesicle formation, whosc clectron dense contents
originates in these RER cisternac. In the tegument these vesicles are mainly arranged
subperpendicularly to the surface, and are functionally related to the caudal adhesivity of the larva.
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INTRODUCCION

Los trematodos como los otros platelmintos,
presentan un tegumento consistente en un
estrato citoplasmatico anucleado que comu-
nica, mediante prolongaciones celulares, con
pericariones situados a nivel de parénquima,
por debajo de las capas musculares externas.
El funcionalismo es plural, desempefiando un
papel estructural, absorbente y protector
(D1xoN, 1976).

Ademds de otros clementos membrano-
sos, es un hecho bastante constante que el

tegumento presente vesiculas de distinta
naturaleza, lo cual ya sc da tipicamente en la
cercaria; en efecto, cuando csta larva se estd
desarrollando dentro del esporocisto o redia
(segln las especies) en un primer estadio de
desarrollo, estd recubierta por la llamada
epidermis embrionaria (MATRICON-
GONDRAN, 1971), formada por la fusion de
los blastémeros externos dcl embrién primi-
genio o bola germinativa; tras previa desapa-
ricién de los nicleos, csta epidermis se
transforma en el tegumento definitivo de
esta larva, que a su vez constituye la base
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estructural del tegumento de la metacercaria
y del adulto. Esta transformacién supone un
aporte vesiculo-glandular hacia la epider-
mis, procedente de diversas células que se
diferencian en el parénquima infrayacente,
las cuales emiten prolongaciones citoplas-
madticas hacia la misma por las que se canali-
za dicho aporte. El significado de estas
vesiculas estd en correspondencia con el
papel estructural e inmunoprotector del
tegumento, aunque en el caso de las cerca-
rias, parte de la poblacion vesiculosa tegu-
mentaria puede intervenir en la formacién
del quiste de la metacercaria.

En las dos tltimas décadas han aparecido
numerosos trabajos que hacen referencia a la
ultraestructura del tegumento y de su
contenido vesiculoso en diversos digénidos
y en distintas fases del ciclo biolégico;
destacan entre ellos los de MERCER & DIXON
(1967) y THREADGOLD (1967) en la cercaria
-y en el adulto, respectivamente, de Fasciola
hepatica; ERASMUS (1967) en el adulto de
Cyathocotyle bushiensis; MATRICON-
GONDRAN (1971) en la cercaria de Bacciger
bacciger; K@IE (1971) en la cercaria de
Zoogonoides viviparus; K@ie (1973) en la
cercaria y en el adulto de Neophasis
lageniformis; REES & DAY (1975) en la
cercaria de Cryptocotyle lingua; FERRER
(1983) en la cercaria de Proctoeces
maculatus; DUNN et al. (1987) en distintos
Paramphistomatidae adultos.

El reticulo endoplasmaitico y el
Complejo de Golgi son los orgénulos mem-
branosos con los que, la mayoria de estos
autores, relacionan la génesis y la formacién
de estas vesiculas, generalmente a nivel de
células glandulares tegumentarias, aunque
la actividad sintetizadora también puede
darse en el propio tegumento, como lo
demuestra la presencia de dictiosomas en €l
adulto de Haematholoechus medioplexus
(BoaitsH, 1971).
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Los esporocistos de Proctoeces maculatus
parasitan el manto y la génada del mejilién. El
desarrollo intraesporocistico de la cercaria de
este digénido conlleva el aporte de dos tipos
de vesiculas tegumentarias (FERRER, 1983).
El presente trabajo versa sobre la morfologia,
el origen y la formacién de un tercer tipo de
vesiculas que se encuentran en el tegumento
que recubre el tercio posterior del cuerpo de
dicha cercaria, coexistiendo con vesiculas de
los otros dos tipos.

MATERIAL Y METODOS

Los lotes de mejillones Mytilus edulis exami-
nados son de batea y proceden de la costa
gallega. En un 1% de los ejemplares estudia-
dos se ha encontrado una parasitosis de P.
maculatus consistente en una infestacién
masiva de la génada por un elevado nimero
de esporocistos sacciformes, en cuyo interior
se desarrollan las cercarias. Se ha trabajado
preferentemente con esporocistos aislados.

Para su estudio al microscopio electréni-
co, el material ha sido sometido a una doble
fijacién con glutaraldehido-paraformaldehi-
do al 3%, tamponado con tampdn fosfato de
Sorensen a pH 7,2 durante dos horas a 4°C,
seguido de una postfijacién con 0sO, al
1,5% tamponado igualmente con Sorensen.
El medio de inclusién ha sido preferente-
mente el Spurr (SPURR, 1969). Los cortes
ultrafinos obtenidos con un ultramicrotomo
de marca Reichert Ultracut, han sido some-
tidos a un contrastado con acetato de uranilo
al 2% en solucién acuosa y a continuacién
con citrato de plomo, preparado segtn la
técnica de Reynolds (REYNOLDS, 1963). La
observacién se ha efectuado en un micros-
copio electrénico de transmisién de marca
Philips modelo EM200 del Servicio de
Microscoia Electrénica de la Universidad de
Barcelona.



RESULTADOS

En un estadio relativamente inicial del desa-
rrollo cercarial, en el que el tegumento adn
aparece desprovisto practicamente de vesicu-
las tegumentarias (fig. 1), se distinguen en el
parénquima unas células de tipo glandular; su
nicleo es grande, con uno o dos nucleolos, y
cuyo nucleoplasma estd ocupado préctica-
mente en su totalidad por eucromatina o cro-
matina no condensada, lo que estd en
correspondencia con una elevada actividad
de sintesis. El citoplasma tiene escasa elec-
trodensidad y en él destacan grupos de cister-
nas de reticulo endoplasmético y vesiculas de
secrecion cadticamente dispersos y cuyas
secciones reflejan diversas configuraciones.

La morfologia de estas vesiculas aparece
variada segun el nivel en que son secciona-
das y de la orientacién del corte. Y asi se
observan secciones de forma redondeada,
bastoniforme, en forma de coma, de semilu-
na o de corona circular (fig. 2). Todas estas
secciones hacen pensar que se trata de vesi-
culas que posiblemente tienen en realidad
forma de lente bicéncava. En todo caso, el
didmetro maximo encontrado es de 0,35 pm.
Al mismo tiempo, las vesiculas presentan un
contenido denso a los electrones y una mem-
brana unitaria limitante, la cual no esta ado-
sada directamente a la matriz densa de la
vesicula, sino que hay un espacio claro irre-
gular entre las dos.

El reticulo endoplasmaético relacionado
con la formacién de estas vesiculas, presenta
unas cisternas de 0,125 pm de grosor, con un
contenido granuloso de elevada electrodensi-
dad (fig. 3). El citoplasma existente entre las
cisternas es finamente granuloso, con nume-
rosos ribosomas dispersos en el mismo o bien
adosados a la membrana del reticulo. Un
rasgo caracteristico de las células glandulares
en estudio, es la multiplicidad de formas que
presenta este retfculo endoplasmatico; gene-
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ralmente, se trata de estructuras tridimensio-
nales cerradas, total o parcialmente, en las
que las cisternas estan dispuestas concéntri-
camente; y asi, en seccién, aparecen formas
redondeadas (fig. 1), cupuliformes (figs. 1, 4)
o alargadas (fig. 5). ’

El Complejo de Golgi también estd for-
mado por dictiosomas en los que se cuentan
unos cinco saculos (fig. 4). De todos modos,
en el contexto global de la célula el Complejo
de Golgi es menos aparente que el reticulo
endoplasmadtico.

En la génesis de las vesiculas de secrecién
interviene el reticulo endoplasmadtico; no se
observa, a nivel morfolégico, conexién topo-
grafica alguna entre éstas y el Complejo de
Golgi. En la formacién de una vesicula (fig.
6) estan implicadas varias cisternas del reti-
culo. El proceso es a favor de una deforma-
cién de las cisternas, adoptando forma de
herradura; tras previa desaparicién de las
membranas, con la excepcidn de la membra-
na externa de la cisterna marginal, el conteni-
do denso de los sdculos implicados se va
acumulando y compactando, para ir forman-
do sucesivamente la vesicula. La membrana
externa de la cisterna marginal configura la
membrana de la vesicula propiamente dicha.
Sin embargo, este proceso no presenta sime-
tria radial, sino que por el contrario se da una
polaridad, segtn la cual hay una mayor acu-
mulacién de material denso de las cisternas
en un polo de la vesicula que en el otro. Esto
estd en concomitancia con el hecho de que en
el polo opuesto de la acumulacién del mate-
rial electrodenso, una cierta porcién de cito-
plasma queda aprisionada en el seno de la
vesicula en formacién. Paulatinamente, el
material electrodenso dispuesto asimétrica-
mente en forma de herradura, va progresando
hacia el centro de la vesicula (figs. 6, 7, 8),
quedando incierto el destino del contenido
citoplasmatico incluido anteriormente en la
vesicula en formacién.
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Figs. 1-3. 1. Célula glandular: N. Nucleo; T. Tegumento (10.600X). 2. Vesiculas de secrecion (36.000X).
3. Reticulo endoplasmatico (48.000X).

1. Glandular cell: N. Nucleus; T. Tegument (10 600X). 2. Secretory vesicles (36 000X). 3. Endoplasmic
reticulum (48 000X)
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Figs. 4-5. Polimorfismo del reticulo endoplasmatico: 4. Formas redondeadas; 5. Formas alargadas.
G. Dictiosomas del Complejo de Golgi. (52.000X).

Polymorphism of endoplasmic reticulum: 4. Rounded in shape; 5. Elongated in shape. G. Dyctiosomes of
Golgi Complex. (52 000X).
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Figs. 6-8. 6. Inicio de la formacion de una vesicula de secrecién (73.500X): 7. Membrana externa de la
cisterna marginal, que configura la membrana de la vesicula propiamente dicha (90.000X); 8. La
densificacion del contenido de las vesiculas tiene lugar asimétrica y centripetamente (70.000X).

6. The genesis of a secretory vesicle begins by accumulation of dense material of two endoplasmic
reticulum cisternae (73 500X); 7. Outer membrane of marginal cisterna, which becomes that of the vesicle
(90000X); 8. Densification of the vesicle contents happens in assymetric and centripetal manner (70 000X).
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La célula glandular y las vesiculas en
estudio son de naturaleza tegumentaria, tanto
por cuanto estas vesiculas aparecen en el
tegumento del tercio posterior del cuerpo de
la cercaria intraesporocistica, coexistiendo
con las otras vesiculas tegumentarias (fig. 9).
De un modo semejante a lo que ocurre con
estas vesiculas, las que se estudian en el pre-
sente trabajo, también son canalizadas hacia
el tegumento mediante prolongaciones cito-
plasmdticas de las propias células glandula-
res (FERRER, 1983). El momento en que ello
ocurre, es bastante precoz con respecto al
desarrollo de la cercaria, ya que estas células
glandulares ya estan diferenciadas y son tam-
bién funcionales en un momento temprano de
la formacidn del tegumento (fig. 1).

La disposicién de las vesiculas en la
matriz tegumentaria es preferentemente aque-
lla en la que el plano que contiene a [a vesicu-
la es perpendicular a la superficie del cuerpo,
habida cuenta de su supuesta forma de lente
bicéncava (figs. 10, 11). Las caracteristicas
concernientes a tamaifio, densidad electrénica
y membrana unitaria limitante, se conservan
en las vesiculas en el seno del tegumento, no
observandose exocitosis alguna.

DISCUSION

Varios trabajos demuestran la existencia de
vesiculas en forma de lente bicéncava en el
tegumento de los trematodos, forma que
generalmente estd en concomitancia con su
disposicién subperpendicular a la membrana
externa del mismo. Asi ZDARSKA et. al.
(1990) sefiala en el tegumento del adulto de
Brachylaimus aequans la existencia de vesi-
culas bicéncavas que ocupan toda la matriz
tegumentaria, pero que especialmente se acu-
mulan en la zona submembranal externa y se
disponen perpendicularmente a la superficie.
Entre otros platelmintos, el cestodo
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Himenolepis diminuta presenta un tegumento
repleto de vesiculas discoidales formando
pilas de unas cuatro o cinco unidades, tal
como lo demuestran las réplicas de criofrac-
tura obtenidas por SHIVERS et al. (1986). La
orientacion de estas vesiculas es, sin embar-
go, cadtica, mostrando tendencia a una acu-
mulacion de vesiculas en la matriz de los
microtricos o prolongaciones digitiformes de
la membrana externa del tegumento, que se
da tipicamente en estos platelmintos, no
observandose exocitosis alguna.

Llama la atencién en la célula glandular
en estudio, la escasa abundancia de dictioso-
mas en relacién con la importancia del reti-
culo endoplasmaético. Ello puede implicar
que en la génesis de las vesiculas sélo inter-
venga este ultimo orgdnulo membranoso,
hecho no muy frecuente en las células secre-
toras, o en células con una alta actividad sin-
tetizadora, dependiendo de la naturaleza del
producto de sintesis. En este aspecto, cabe
pensar en lo que se observa en ciertos proce-
sos de oogénesis, y, concretamente, en la
vitelogénesis end6égena de la mayoria de los
crustaceos. Asi, en el caso de la langosta,
KESSEL (1968) sefala una formacién de las
plaquetas vitelinas a expensas exclusiva-
mente del reticulo endoplasmadtico, y, parti-
cularmente, de cisternas de este organulo
derivadas directamente de la membrana
externa de la envoltura nuclear; dichas cis-
ternas llcvan ribosomas adosados en la cara
citoplasmatica de su membrana, que son los
responsables de la sintesis y acumulacién del
contenido de las plaquetas vitelinas; por
gemacidn a partir de estas cisternas y tras
previa fusién dc membranas, se originan
unas vesiculas que, mediante la acumulacidn
y compactacion del mencionado producto de
sintesis, se transforman en las definitivas
plaquetas vitelinas.

La implicacion del reticulo endoplasmé-
tico en la formacidn de las vesiculas es clara.
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Este proceso de génesis es parecido al que se
da en la vitelogénesis endégena del copépo-
do Acanthocyclops robustus descrita por

GARCIA VALERO (1988): en este crusticeo,
las plaquetas vitelinas derivan de saculos del
reticulo endoplasmatico rugoso que, después




de curvarse hasta fusionar sus membranas
adoptando una forma toroidal, el material
denso del mismo, asi como el citoplasma
secuestrado en el interior de la estructura
que queda después del encorvamiento y
fusién, forman parte de la plaqueta vitelina
como dos fases diferenciadas topografica y
morfolégicamente.

La orientacién de las vesiculas estudia-
das, en el seno de la matriz tegumentaria, de
acuerdo con su forma, recuerda la disposi-
cién tipica de los rabditos de los turbelarios,
que son orgdnulos membranosos bastonifor-
mes que se encuentran en el tegumento de
estos platelmintos, y que, mediante exocito-
sis liberan su contenido al exterior, constitu-
yéndose un mucus que recubre la superficie
del cuerpo; el origen de estas formaciones es
golgiano, dandose una paulatina fusién de
vesiculas procedentes de los dictiosomas y
conformandose el rabdito (WILLIAMS &
INGERFELD, 1988). KpIE (1971) encuentra en
el tegumento de la cercaria de Zoogonoides
viviparus vesiculas de forma, tamafio y orien-
tacién parecidas, comparandolas con los rab-
ditos de los turbelarios en cuanto a
funcionalismo, aunque no observa exocitosis
ni transformacidén del contenido de estos
organulos en mucus, descartando también
cualquier posible funcion enzimatica.

A la luz de estos datos, las vesiculas estu-
diadas posiblemente representan acimulos
de un mucus adhesivo que, por exocitosis, es
liberado al exterior de un modo parecido a la
de los rabditos. Habitualmente, sin embargo,
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resulta dificil observar exocitosis de vesicu-
las tegumentarias en los digénidos, lo que no
significa que no existan sino que, por el con-
trario, tienen lugar con gran rapidez, lo que
supone la dificultad de que el instante preciso
de la fijacién coincida con alguna exocitosis
en el area abarcada por el corte ultrafino
observado. En cualquier caso, todo ello se
puede relacionar con el comportamiento de la
cercaria de Proctoeces maculatus in vivo,
que a veces se adhiere al sustrato por la
regioén posterior, en cuyo tegumento se con-
centran dichas vesiculas. Esta adhesividad
posterior es comun en cercarias de ciertas
familias de digénidos, como los
Bucephalidae, las cuales presentan dos largos
apéndices posteriores asi como una regién
también posterior altamente adhesiva, lo que
se traduce al microscopio electrénico en la
presencia, en el tegumento de estas zonas, de
grandes granulos electrodensos y de forma
mas o menos esférica (Ferrer, datos inéditos).
La hipétesis de la adhesividad del contenido
de estas vesiculas quedara testificada por
diversas pruebas citoquimicas que daran luz a
la naturaleza del mismo.
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