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SUMMARY

We investigated with the electron microscope the microgametogony ol
Eimeria bateri from experimentaly infected japanese quail Colurnir colur-
nix japonica. The differentiation of the microgametocytes was made accor-
ding to the cytoplasmic growth and the peripherical arrangement of the nu-
clei. In the course of the microgametogony we observed the presence of two
centricles situated between the limiting membrane and the nucleus, both
connected by a centrocone. In this zone, we observed, too, a mitochondrion.

Microgrametes, originated from a protrusion of the limiting membrane,
appzared near to each nucleus. The nuclei were divided in two well diffc-
rentiated zones, one anterior, composed hy osmiophilic chromatin, and a
posterior, granular, an-electronpale part. The osmiophilic part entered the
protrusion of the limiting membrane, and the less dense part of the nuzleus
remained in the cytoplasm of the microgametocyte as a residual nucleus.

* Trabajo realizado con cargo al Proyecto de Investigacidn subvencionado
por la CAICYT, N Ref. 4689-79,
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The mature microgametocytes were characterized by the presence of se-
veral microgametes with two flagella around a central residual cytoplasm.

Key Words: Ultrastructure, Microgametogony, Coturniz coturnir japonica,
L. bateri.

RESUMEN

Se investiga la microgametogénesis de E. Dateri al microscopic electrd-
nico por medio de infecciones experimentales en codorniz Coturnix colurniz
japonice. Los microgametocitos comienzan a diferenciarse por un crecimien-
to del citoplasma y un aumento del nimero de muclecs que se localizan pe-
riféricamente. Dos centriolos son hallados entre la membrana plasmadtica y
el micleo, conectados enire si por un centrocono. También estd presente en
la zona una mitocondria. Los microgametos se originan a partir de una eva-
ginacién que aparece en las inmediaciones de los nticleos, los cuales presen-
tan en un principio dos zcnas bien definidas: una dielectronica y compacta
y otra granular de menor densidad electrénica. La porcidon de cromatina
densa penelra en la evaginacion y la granular se separa de la anterior for-
mando parte del citoplasma. Los microgametocitos maduros se caracterizan
por presentar varios microgametos alrededor de un gran residuo central.

Palabras Clave: Ultraestructura, Microgametogenesis, Coturniz coiurniz
japonica, E. baleri,

MATERIAL ¥ METODOS

ol procedimiento seguido para la realizacion del presente tra-
bajo relativo a la obtencién de la poblacidn de ooquistes, conser-
vacién y adminisiracion, asi como las técnicas y métodos em-
pleados tanto parasitoldgicos como microscopicos, han sido des-
eritos en un trabajo anlerior por Navarrete y col. (5).

Las codornices empleadas en la presente investigacion corres-
ponden a los lotes 4 y 5 (4 aves por lote) a las que se les han ad-
ministrado 150.000 ooguistes esporulados por ave, que se SacTi-
fican a las 96 horas (lote 4) y 120 horas (lote 5) después de la ad-
ministracién (h.p.a.).

RESULTADOS

Los microgametocitos se chservan preferentemente en 1os fer-
cios primero y segundo (a partir de duodeno) del intestino delga-

Rev. Ibér. Parasitol,. Vol. 24, ne 4, 1984 389

do, aunque también pueden encontrarse en menor numero, en el
altimo tercio y, mas raramente, en duodeno. Las células hospeda-
doras son las intestinales de absorcion, sobre todo aquéllas que
estdn situadas en la parte distal de los villi, en tanto que aguéllas
gue estdn situadas en la parte basal se encuentran libres de pard-
sitos. No se han observado microgametocitos en glandulas ni en
ldmina propia.

A las 96 h.p.a. se observan formas parasitarias desde escasa-
mente diferenciadas hasta microgametocitos con nucleos perifé-
ricos ¥ en un grado mdas o0 menos avanzado de exflagelacion. En
ninguin caso hemos visto esta forma parasitaria en estado comple-
tamente maduro. A las 120 h.p.a. se pueden encontrar todas las
formas evolutivas citadas anteriormente, incluso microgametoci-
Los con microgametos libres en la vacuola parasitofora y en espa-
cios intercelulares.

Los primeros estadios de la microgametogénesis son dificiles
de identificar debido a su semejanza con los esquizontes. Sin em-
barge, a medida que aumenta el numero de micleos y se situan
periféricamente, aparecen caracteres diferenciales suficientes para
su identificacion. Los microgametocitos jovenes se caracterizan
por estar rodeados por una unidad de membrana, con los nticleos
irregulares y sin nucleclo, preferentemente en posicién peviférica,
y con una cromatina densa en las zonas que contactan con la en-
voltura nuclear. Es frecuente observar en esta fase uno o dos cen-
triolos (figs. 2, 3 y 5) localizados entre la membrana plasmaitica y
el nucleo, en el gue se localiza un grupo de microfilamentos dis-
puestos en cono, cuya base se diriee hacia el interior del nuicleo y
su vértice deforma la membrana nuclear para formar un salienle
agudo que se orienta hacia el ceniriolc. Las mitocondrias se loca-
lizan preferentemente en la periferia y proximas a la membrana
plasmatica y a los nicleos. El hialoplasma es muy denso y com-
pacto, con gran cantidad de ribosomas libres. El cuerpo central
del pardsito carece de organulos, a excepcién del reticulo endo-
pldsmico rugoso que adopta formaciones en estratos paralelos.

En fases mds avanzadas los nucleos presentan bordes irregu-
lares y su cromatina se agrupa formando acumulos periféricos
(figs. 3 y 4). También pueden observarse nicleos acuminados en
un polo, cuyo dngulo agudo, ocupado por una gran condensacion
cromatinica, se dirige hacia el cenftriole (fig. 5). En algunas zonas
de esta fase parasitaria y por debajo de la membrana del abom-
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bamiento aparece una banda electrodensa (figs. 3, 5, 6 y T} que
seria el origen del perforatorium. Duranfe el proceso de exflage-
lacion, gque comienza en estos momentos, se observan dos flagelos
rodeados por la membrana plasmatica del microgametocito v cua-
tro microtibulos en linea (fig. 8) de 20 nm. de didmetro, localiza-
dos por encima del nicleo y entre 1los cuerpos basales. Estos cua-
tro microtubulos estan presentes durante todo el proceso de pro-
duccion de microgametos, incluso se encuentran en microgametos
maduroes.

Conforme va aumentando de tamafo la evaginacion se va in-
froduciendo en ella una mitocondria ¥y un nudclec (figs. 6 y 7) el
cual presenta ahora dos regiones perfectamente definidas, una
apical, con un acumulo de cromatina muy denso, y otra basal, de
menor densidad electronica. En la base de esta evaginacion y so-
bre las membranas se observan unas invaginaciones densas cuya
seccion transversal recuerda la de los microporos (fig. 9), v estdn
formados por dos anillos concéntricos. El interior, muy dielectro-
nico, mide 260 nm. de diametro y el exterior, de menor densidad,
presenta un didmetro de 400-500 nm.

Con posterioridad, la zona nuclear cromatinica, de gran densi-
dad, penetra totalmente en el cuerpo del microgameto, quedando
la region sin cromatina en el microgametocito (fig. 10). Los micro-
gametos aumentan de tamafio por su eje longitudinal y perma-
necen unidcos al gametocito por una especie de pedunculo cito-
plasmédtico, el cual se estrangula por su base, abandonando en el
cuerpo residual el resto nuclear y en la vacuola parasitdfora al
microgameto (fig. 11).

DISCUSION

El proceso de la microgametogénesis se adapta en lineas ge-
nerales a los descritos para otras especies de Eimeria, y se carac-
eriza por una tase de crecimiento del citoplasma con aumento
del numero de nucleos y otra de diferenciacion con produccion y
liberacion de microgametos.

En las células masculinas con mas de un micleo, fase primera
de la microgametogénesis, es dificil de diferenciar de otras formas
multinucleadas, como los esquizontes, ya que comparten nurmero-
sas estructuras, tales como los centroconos, husos acromadticos
intranucleares y centriolos.
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Algunos autores como Snigerevskaya (9) aportan datos dife-
renciales a nivel del nucleo, referidos a la distribucion de la cro-
matina nuclear, quée en los microgametocitos forma grandes acu-
mulos en la periferia para luego sifuarse en un polo; oiros como
Mehlhorn (4}, que aparte de la distribucién cromatinica, afaden
la de la presencia constante de husos acromaticos excéntricos y
la desaparicidn de los nucleolos durante el proceso.

Las estructuras encontradas en E. baferi que sirven de base
para la diferenciacion de esquizontes, estudiados con anterioridad
por Navarrete y col. (5), y microgametocitos se basan en los de-
talles observados en éstos, tales como nucleos de contorno irre-
gular y de distinto tamafio; ausencia de nucleolo; distribucion pe-
riférica de la cromatina; mitocondrias numerosas, pequefias, tubit-
lares y periféricas gue concuerda en lineas generales con los des
critos por Scholtyseck y col. (6), Ferguson y col. (1) en L. brunetti
y Scholtyseck y col. (¥) en E. ferrisi entre otros, anadiendo para
el caso concreto de F. baleri la presencia de un citoplasma muy
denso con reticule endoplasmice rugeso formando estratos para-
lelos en el centro del pardsito. En algunos microgametocitos apa-
recen acumulos de amilopectina y gotas de grasa, como los halla-
dos por Scholtyseck y col. (7) en E. ferrisi. Dichas inclusiones pa-
raplasmadticas no han sido encontradas por nosotros.

La segunda fase o de diferenciacion, caracterizada por el pro-
cesc de exflagelacion, se produce exclusivamente sobre la mem-
brana citoplasmadlica, siendo rara la observacion de mierogametos
originados sobre invaginaciones mds o menos profundas de las
membranas. Es decir, que la mayoria de los microgametocitos
observados se rigen por un procesc de formacion monoccéntrico
con produccion de escaso numnero de microgametos como los ob-
servados en E. falciformis por Scholtyseck y col. (8), en E. acer-
vuling por Fernando (2), en E. jerrisi por Scholtyseck y col. (7),
entre otras especies, en contraposicion con aqueilos gque originan
numerosos gametos masculinos en masas separadas de citoplas-
ma, denominadas por Scholtyseck y col. (6) citdmeros y micro-
gametocitos policéntricos por Fernando (2).

Durante esta fase de diferenciacién son constantes lo abomba-
mientos producidos sobre la membrana, con apariciéon de una
banda densa (inicio del perforatorium) por encima del centriolo
y de una mitocondria en sus proximidades, estructuras gue son
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también constantes en la mayoria de las especies estudiadas has-
ta el momento.

Sin embargo, hemos observado cuatro microtiibulos situados
entre los dos cenfriolos y entre el nticleo ¥y la membrana plasmé-
tica gque permanecen durante teda la fase de maduracion y libera-
cién, y persisten en el microgameto maduro. Son estructuras que
varian en nimero y disposicion de unas especies a otras. Han sido
chservadas por Scholtyseck y col. (6) en E. mdzima, por Fernan-
do (2) en E. acervulina, por Scholtyseck y col. (7) en E. ferrisi,
por Ferguson y col. (1) en E. brunetti y por Kheysin (3) en E. in-
testinalis. Scholtyseck y col. (B) les asignan una funcion como de
Ilagelo rudimentario o adicional. Nosotros, basidndonos en algu-
nas de las caracteristicas de los microtubulos (como contener ATP
en su interior y poseer una glan flexibilidad), pensamos que pu-
dieran ser los directores y responsables de todo el movimiento
gue se produce en esta zona y que, ademas, intervendrian en el
reforzamiento y soporte del cuerpo del microgameto,

La condensacidn cromatinica, la polarizacion de dicha conden-
sacidn, la separacion en dos zonas y su introduccion en el micro-
gameto de la parte compacta como portadora del material gené-
tico y 1a liberacion en el cuerpe residual del resto nuclear, se adap-
ta en lineas generales & los observados en otras especies de Eime-
ria, a excepcion de E. perforans (Scholtyseck y col., 6), en la que
todo el ntucleo penetra en el cuerpo del microgameto,
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ABREVIATURAS EMPLEADAS EN LAS FIGURAS

CC: Centrocono

CE: Centriolo

CN: Cromatina nuclear electrodensa
CP: Collar del pedunculo

F: IMagelo

N: Nucleo

Mi: Mitocondria
MP: Microporo
MT: Microtubulo

PD: Placa densa del perforatorium
RC: Residuo citoplasmético
RE: Reticulo endopldsmico

RG: Regidn granular del nucleo
RN: Resto nuclear
VE: Vacuola parasitéiora
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EXPLICACION DE LAS FIGURAS

. 1—Microgametocito joven con nuclecs periféricos préximos a la mem-

brana plasmadtica. Entre ésta y el micleo estd presente un centriolo
(Flechas). El citoplasma contiene en la parte central reticulo endo-
pldsmico en agrupaciones de estratos paralelos. 12.500 .

2.—Detalle de un nicleo de un microgametocito joven con su centrozo-
no dirigido hacia el centriolo. La cromatina comienza a situarse en
la periferia. 30.400 x.

3.—Inicio del abombamiento de la membrana plasmiditica con una ban-
da lateral densa en cuyas proximidades se loraliza un centriolo. La
cromatina nuclear se hace manifiestamente periférica. 40.600 x.

4—Microgrametocito con micleos de bordes muy irregulares y proxi-
mos a la membrana limitante. 10.000 x.

5—Comienzo de la emigracidn de la cromatina hacia un polo del nu-
cleo. 19600 x.

6.—Niizleo con dos regiones maniliestas, una apical de gran densidad
electrénica y acuminada en el polo proximo al centriolo y otra ba-
sal, granular y sin apenas material cromatinico. Una mitocondria
se aloja entre la membrana limitante y el nucleo. Dos flagelos sec-
cionados transversalmente pueden verse en la vacuola parasitéfora.
37.800 x.

T—Detalle del micleo y la mitocondria introducidos en la evaginacién.
34.580 x.

8.—Evaginacién con dos flagelos laterales, y, equidistante de ambos,
cuatro microtubulos en linea. 48.100 x%.

8—Seccion transversal superficial de cuatro microporos. 25650 X,

10. Seccidn de la periferia de un mizsrogametocito con microgametos
en estado avanzado de formacidn y unidos a aquél mediante un pe-
dinculo. La porcién electrodensa del ntcleo ha penctrado en el
microgamete y aparece todavia ligada a la porcién granular cque
permanece en el ciloplasma. El pedinculo estdi limitado por dos
condensaciones membranosas gue 1o rodean a modo de collar.
29.000 x.

11—Microgametocito maduro con numerosos microgametos libres en
la vacuola parsitéfora alrededor de una masa citoplasmdtica cen-
tral que contiene a los restos nucleares. 8600 .
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