Revista Ibérica de Parasitolcgia, 1982. Vol 42. fasec. 2, pp. 161-175

ESTUDIO AL MICROSCOPIO ELECTRONICO DEL CICLO
EVOLUTIVO DE EIMERIA BATERI BATHIA ET AL, 1965,
EN COTURNIX COTURNIX JAPONICA. I. ESQUIZOGONIA

[N

NAVARRETE, 1.*; HERNANDEZ, S.**; MARTINEZ, F.*

* Departamento de Parasitologia y Enfermedades Parasitarias. Facultad
de Veterinaria. Universidad de Cérdoba.

** Departamento de Parasitologia, PFacultad de Farmacla. Universidad
de Alcald de Henares.

(Recibido el 3-9-1981)

SUMMARY

The fine structure of endogenous stages of E. bateri was hvestizated
by experimental infections of four week-old japaneses qualls Colurnix
coturnir japonica, The birds were killed 24, 48, 72 and 96 hours after
inoculation. Four schizonts generations as well as thelr locations in
different parts of the intestine were described. The schizogony started
by the formation of a multinucleated schizont which had an excentrie
intranuclear spindle, The merozoites were formed from the schizont’s
membrane by the budding off (ectomerogony) process.

Key Words: Schizogony, Ultrastructure, E. batert, Coturniz colurnlz
japonica.

RESUMEN

Se investiga la ultraestructura de las fases asexuales del ciclo evolutivo
de Eimeria bateri mediante administracién experimental de 150.000 2 600.000
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ooguistes esporulados a ccdornices Colurniz coturniz japonica de cuatro
semanas de edad, Las aves se separan en cuatro lotes, gue se sacrifican
a las 24, 48, 72 y 96 hcras post-administracion. Se producen cuatro gene-
raciones asexuales, describiéndose su leoecalizacion en los distintos tramos
intestinales asi como su ultraestruciura. La formacidon de los merozoitos
se realiza mediante un proceso de ectomerosgenia,

Palabras Clave: Esquizczonia, Ultraestructura, E. baiéeri, Coturniz
colurniz japonica.

INTRODUCCION

El ciclo evolutivo de E. bateri, parasito habitual del intes-
tino de la codorniz japonesa Coturnir coturniz japonica, ha
sido descrito al microscopio 6ptico por NORTON y PIERCE (1971).
Con nuestro trabajo pretendemos aclarar, mediante el empleo
de 1a microscopia electronica, algunos aspectos de la fase asexual
de este ciclo evolutivo, completando su conccimiento.

MATERIAL Y METODOS
1. Parasito

Se utilizan ocoquistes de Eimerig bateri aislados de una po-
blacién de codornices fuertemente parasitadas. La obtencion de
una poblacion pura del parasito se realiza de acuerdo con las
téenicas tradicionales.

2.  Conservacion de los parasitos

La poblacion obtenida se conserva en una solucién al 2
por clento de dicromato potasico, manteniéndose en el refri-
perador a una temperatura constante de 4 grados centigrados.

La titulacion de la suspensién se realiza segun la técnica
de MecMaster modificada.

3. Animales de experimentacion

Se emplean codornices japonesas Coturnix coturnit japo-
nica de cuatro semanas de edad, mantenidas cuidadosamente
libres de parasitos desde su nacimiento, proporcionadas por la
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granja Raflul de Andijar (Jaén) y controladas mediante exa-
menes coprologicos diarios desde el dia 15 antes del comienzo
de la experiencia.

4. Disefio de la experiencia

Se utilizan 16 animales separados en 4 lotes cada uno de
ellos compuesto por cuatro gves.

El dia 0 se realiza la administracion experimental de los
ooquistes esporulados, con arreglo a lg siguiente pauta:

Lote 1: 600.000 ooquistes por ave
Lote 2: 500.000 ooquistes por ave
Lote 3: 300.000 ooquistes por ave
Lote 4. 150.000 ooquistes por ave

Los animales de cada lote fueron sacrificados a las 24 horas
post-administracién (Lote 1), a las 48 horas (Lote 2), a las 72
horas (Lote 3) y a las 96 horas (Lote 4).

5. Métodos parasitolégicos

Tras el sacrificio, se extrae el intestino delgado, ¥y mediante
raspados de mucosa intestinal y posterior observacion al mi-
croscopio de interferencia de fases, se seleccionan las zonas
que presentan mayor indice de parasitacion que se fijan en
glutaraldehido al 4 por 100 en solucion tamponada de Milldnig,
pH 7,2. Posteriormente las piezas son refijadas en tetréxido de
osmio al 2 por 100 tamponado. Se incluyen en Durcupan A.C.M.
(Araldit) y Spurr.

Los ultracortes se obtienen en un ultramicrotomo LKB III
a secciones de 70 nanometros y se contrastan con acetato de
uranilo y citrato de plomo. Las observaciones se realizan en un
microscopio electronico Philips 300,

RESULTADOS

La multiplicacion asexual de E. baferi consta de cuatro
procesos esquizogonicos que vamos g describir a continuacion.
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A las 24 horas post-administracion (h.p.a.), se observan
esquizontes de primera generacién en avanzado estado de evo-
lucidon, asi como esquizontes maduros. Su presencia se circuns-
cribe a la porcion posterior del duodeno y todo el yeyuno. Las
células hospedadoras son las epiteliales de apsorcién que se
encuentran en la base de los villi, aungue tambien se han po-
dido observar, esporadicamente, en alguna glandula. Los esqui-
zontes maduros (Fig. 1) miden aproximadamente 10 microme-
tros de diametro. Contienen alrededor de 10 merozoitos.

La ultraestructura de los merozoitos es semejante a la de
ios de la cualrta generacidén, gue son los que trataremos mas
detalladamente, sin que establezcamos las diferencias relativas
a las dimensiones del conoide, roptrias., micronemas, etc,

A las 48 horas, se observan esquizontes de segunda gene-
racién en distintos estadios evolutivos, localizandose preferen-
temente en primer y segundo tercios del intestino delgado. Los
parasitos se situan en la parte basal de los villi, también en las
células epiteliales de absorcion y concretamente ertre el borde
microvillar y el nucleo. Los esquizontes maduros, de unos 10
micrometros de diametro, contienen de 10 a 13 meroczoitos (Fi-
gura 2).

A las 72 h, p.a. encontramos esquizontes de tercera gene-
racion, situados en la misma localizacion respecto a los villi
que apuntabamos para la generacion anterior y afecta practi-
camente a la totalidad del intestino delgado, a excepcion de
duodeno. Los esquizontes maduros (Fig, 3) miden 6-11 micro-
metros de diametro y albergan en su interior 10-17 merozoitos.

Los esquizontes de cuartg generacion se observan en las
aves sacrificadas a 1as 72 ¥ 96 h.p.a. y ocupan la misma localiza-
cion y tipo de células.

Las esquizogonias observadas se identifican como ectome-
rogonias, cuyo desarrollo completo y detallado vamos a descri-
birlo en base a las observaciones de esta cuarta esquizogonia
(Fig. A).

Los trofozoitos (Fig., 4) se cncuentran situados en el inte-
rior de una vacuola parasitofora adielectronica que contiene
alpunos eclementos miecrotubulares. El parasito aparece recu-
bierto por una doble pared de caracteristicas similares a la de
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los merozoitos. Persisten en algunas imagenes restos de conoide,
micronemas y microtubulos subpeliculares.

En imagenes mas avanzadas, 10s esquizontes presentan nu-
cleos periféricos muy proximos a la membrana envolvente, con
acumulos de cromatina irregularmente distribuidos por todo el
volumen nuclear. Algunos de estos nucleos (Fig. 5) contienen un
huso acromatico intranuclear situado excéntricamente en la
zona apical, Este huso estd constituido por dos formaciones
angulares opuestas, conectadas por haces microtubulares. Por
fuera del nucleo, y proximo a la membrana plasmatica, encon-
tramos uno ¢ dos centriclos en cada polo del huso.

Conjuntamente con la aparicién de los husos intranuclea-
res se observa el comienzo de la ectomerogonia (Fig. 8). Este
proceso se manifiesta por un espesamiento dielectronico situado
inmediatamente por debajo de la membrana, sin que podamos
comprobar con precisién su origen. Igualmente, y por debajo de
eéste, aparece otro acumulo de sustancias electrodensas en forma
de arco que se identifica como un conoide rudimentario. No se
observan imagenes lo suficientemente elocuentes como para
aventurar su origen. aungue en algiin caso hemos encontrado
un complejo de Gelgi con algunas vesiculitas derivadas de 61
(Fig. 7). El citoplasma presenta numerosas mitocondrias irre-
gularmente repartidas ¥ en distinfos procesos de degeneracion.
algunas vacuolas sin contenido situadas en la base de los nucleos,
vesiculas constituidas por membranas concéntricas, cuerpos con
contenide granulose en su interior rodeados por una membra-
na, numercesas cisternas de reticule endoplasmico rugoso pro-
Ximas a los nucleos y estructuras en forma espiral tormadas
por membranas y con un halo trasltcido en su interior.

A continuacién comienzan a formarse leves abombamien-
tos a modo de cupulas (Fig. 6). apareciendo en su extremo apical
dos anillos preconoidales ¥y un conoide todavia no desarrollado
plenamente. El cenfrocono del nucleo se crienta hacia la eva-
ginacion, que ahora presenta dos membranas a diferencia del
resto del esquizonte que sélo presenta una. Dos centiriolos
(Fig. 9) penetran en este dedo de guante arrastrando al nucleo.
Igualmente se produce la penetracién de un complejo de Golgi,
asi como estructuras densas rodeadas por una membrana, gue
se sitian proximas al conoide para transformarse mas tarde en
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las roptrias. Igualmente hacen su aparicion algunos microne-
mas. En algin caso hemos observado microporos inactivos sobre
las membranas del esquizonte.

El proceso de formacion de merozoitos va progresandc de
manera que dentro de la evaginacidén se introducen porciones
citoplasmaticas con distintos organulos (Fig. 10) que permanecen
en su interior hasta que se desprende totalmente del cuerpo del
esquizonte. Una vez separados, los merozoitos contintian su pro-
ceso de maduracion que afecta principalmente a roptrias y mi-
cronemas.

Los esquizontes maduros de cuarta generacion tienen forma
elipsoidal, midiendo 11 a 13 por 8 a 12 micrometros (Fig. 12).
Contienen 15 a 20 merozoitos de 5 a 6 por 1,5 a 2 micrémetros,
los cuales presentan dos anillos preconoidales (de 140 ¥ 160 nm.
de diametro, respectivamente) y un conoide de 230 nm. de lon-
gitud con una separacion anterior de 180 nm. y posterior de
250 nm. (Fig. 11).

Estos merozoitos presentan en cortes transversales a nivel
del conoide, 22 microtubulos subpeliculares (Fig. 13) de 24 a 25
nm. de diametro. En cortes longitudinales, 1os merozoitos nos
muestran una region anterior con micronemas y una posterior
ocupada por el nucleo que se encuentra rodeado por 2 ¢ 3 mi-
tocondrias (Fig. 14}

DISCUSION

Fl esquema de ciclo evolutivo descritc al microscopio elec-
tronico por nosotros, coincide a grandes rasgos con el descrito
por NorToN y PIERCE (1971) al microscopio optico. Las pequeiias
diferencias existentes afectan a la cronologia y a la localizacién
de los esquizontes de primera generacién. En efecto, NORTON y
PIERCE sefialan como localizacidn las glandulas de Lierberkiihn,
encontrandolos nosotros preferentemente en las celulas de ab-
sorcién de la zona basal de los villi.

Las primeras imagenes que hemos observado en la cuarta
esquizogonia corresponden a esquizontes mononucleados (tro-
fozoitos), en los que se aprecia un cambio de forma muy mani-
flesto, que va desde la elongada primitiva del merozoito g la
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elipsoide final del trofozoito. asi como a una regresion de sus
estructuras tipicas, semejante a la descrita en E. alabamensis
(SampsoN y Hammonp, 1972). E. qcervulina (FERNANDO. 1974),
E rufae (HERNANDEZ, 1675) en £, labbeana (VARGHESE, 1877) ¥ en
E. leporis (HERNANDEZ eb al., 1978).

Las divisiones nucleares son detectadas principalmente en
el momento que los nucleos se localizan periféricamente y apa-
recen los husos intranucleares, los cuales han sido descritos en
E. magne (HAaMMOND et al,, 1973) y en E. brunetti (FERGUSON et
al.. 1976). pudiendo aparecer ofro tipo de huso de Jocalizacién
central como se observa en I. lacazei (HERNANDEZ et al., 1976),
e inclusc pueden darse ambos tipos como en el caso de E. nina-
kohlyakimovae (KeELLEY y Hammonp, 1973). Su hallazgo es raro,
lo que induce a pensar gque se trata de estructuras que desapa-
recen rapidamente. DusremMETz (1975) indica que las mitosis son
muy rapidas y que las cromaéatidas emigran muy deprisa hacia
cada uno de sus polos. Posteriormente el complejo centriolo-
centrocono arrastra cada una de las porciones nucleares, ac-
tuando incluso en la movilizacidon e introduccidén del ntcleo en
el merozoito en formacidn.

Conjuntamente con la aparicion de Jos husos hemos ob-
servado las primeras imagenes del comienzo de la ectomerogo-
nia, que se hacen patentes por la aparicion de un espesamiento
dielectréonico situado inmediatamente por debajo de la mem-
brana. sin que hallamos podido comprobar el nimero de mems-
branas que lo integran. Para DUBREMETZ (197D), ésta parece estar
constituida por dos unidades de membrana, originadas por
aplastamiento de vesiculitas disgregadas del complejo de Golgi.
Otros autores como PorcHERT y VIivier (1971) indican que su
origen se debe a la conjuncion y aplastamiento de cisternas de
reticulo endoplasmico adosadas a la membrana del esquizonte,

El abombamiento que sigue coincide con la aparicion de
algunos microtubulos adosados al espesamiento osmiéfllo. Du-
BREMETz (1975) es el unico que ha ohservado la aparicion de tales
estructuras. Este autor, describe 13 organizacion del conoide en
E. necatriz, cuyos microtubulos estdn asociados a un anillo dis-
continuo de estructura periodica y constituido por once unida-
des, que se corresponden con la imagen de once pares de mi-
crotubuloes.
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El conoide, incipiente y netamente identificable al inicio de
la. ectomerogonia de E. bateri, es semejante al encontrado en
E. pragensis (Sewaup y Cerwa, 1968), E. callospermophili (Ro-
BERTS et al., 1970), E. acervulina (FERNANDO, 1974) y E. bruneiti
(FErGusoN et al., 1976) sin que hasta el momento se haya pre-
cisado con exactitud su origen. L0 que si es constante es su pre-
sencia en las proximidades del complejo centriolo-centrocono.
Segun HELLER (1972) podria generarse a partir de un conjunto
de fibrillas semejantes a microtubulos producidos por los cen-
triolos.

Las vesiculas plurimembranosas observadas esporadicamente
en las inmediaciones de los nucleos, segiin SHEFFIELD ¥ MELTON
(1968) constituyen un complejo de Golgi; de acuerdo con FER-
Guson et al. (1976), son vacuolas lisosdmicas que intervienen en
el reciclaje de sustancias durante el desarrollo de los mero-
zoitos. También por debajo o al lado de los nlGcleos encontramos
estructuras en espiral, limitadas por membranas yv con una
dilatacion adielectronica gque se alinea con ellas y que han sido
denominadas por Mc Larex (1968) “linear inclusions”. Tales es-
tructuras se encuentran durante distintos estadios de evolucién
del esquizontes, perdurando en el residuo central del esquizonte
maduro. Pacaeco et al. (1975), indican que posiblemente se trata
de un complejo de Golgi en formacion.

El merozoito se libera por cierre de la membrana externa,
cuyo origen es discutido, pues segun DuBremETz (1975) seria a
partir de vesiculitas derivadas del complejo de Gelgli y segin
KeLLEy ¥y Hammonp (1973) a partir de cisternas aisladas de re-
ticule endoplasmico gque han perdido sus ribosomas.

En E. bateri, el numerc de microtubulos encontrados en
los merozoitos es de veintidés. al igual que en E. rufae (HERNAN-
pEz, 1975); E. bovis (SHEFFIELD y HammonDp, 1966) y E. leporis
{(HERNANDEZ et al., 1978).

Las estructuras especificas, tales como conoide, microporos.
roptrias y micronemas, se ajustan al esquema tradicional de los
merozoitos descritos por otros autores anteriormente. salvo las
diferencias de tamano, forma y disposicion de las mismas.
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EXPLICACION DE LAS FIGURAS

Esquema detallado del procesc de ectomerogonia en E. bateri.
Bsquizonte de primera generacion. X 7.500

Esquizonte de segunda generacién. X 6.000

Esquizonte de tercera generacion. X 9.600

Trofozeito de cuarta generacion. X 25.400

Esquizonte de cuarta generacion con nucleos periféricos y husos
acromaticos. X 21.400

Detalle de la fase inicial de la ectomerogonia. X 36.500
Evaginacion manifiesta de un esquizonte de cuarta generacién
en la gue se observa un complejo de Golzi introduciéndose en
clla. X 28.000

Esquizonte de cuarta generacion con conoldes en formacion (fle-
chas). X 20.500

Ectomerogonia ccn evaginaciones en distintos estadios de ma-
duracion. X 16.450

Merozoito préoximo a su liberacion, X 28.000

Corte longitudinal superficial del conoide, X 37.000

Esquizonte maduro de cuarta generacion. X 10.800

Corte transversal del conoide con 22 mierotubulos subpeliculares.
X 43.000

Detalle de un merozoito cortado longitudinalmente, X 28.700

ABREVIATURAS EMPLEADAS EN LAS FIGURAS

AR: Roptrias en formacion,

CC: Centrecono.

CE: Centriclo.

CO: Conoide

EE: Bstructuras en espiral,

G : Complejo de Golgi.

HA: Huso acromitico intranuclear excéntrico,
IM: Membrana interna complefa.
ME: Merozoito.

MI: Mitocondria.

MN: Micronema.

MP: Micronoro,

MS: Microtubulo subpelicular.
MT: WMicrotubulo intravacuolar.
N : Ntcleo.

PR: Anillos preconcidales.

R : Roptrias.

RE: Reticulo endoplasmico.
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