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BUMMARY

Ultrastructural aspects of completely developed cercariae of Dicrocoelium
dendriticum are described. The body wall is composed of a plasma mem-
brane, a tegument with folds, certain electrondense inclusions and a muscular
layer with circular and longitudinal fibres. The flame cell is o single cell
structure,; there is no evidence to suggest the presence of nephrostomes and
no desmosomes were observed between ribs, Identic granules are present
in the channels and the vesicle excretory walls; no microvilli were found
in these areas.

Key Words: Dicrocoelium dendriticum,; cercariae; body wall; flame cell;
ultrastructure.

RESUMEN

Se describen distintos aspectos ultraestructurales de cercarias maduras
de Dicrocoelium dendriticum. La pared corporal estd formads por una mem-
brana plasmética, tegumento con repliegues e inclusiones electrodensas y
una capa muscular subtegumentaria con fibras longitudinales y transversales.
Las células flamigeras aparecen como estructuras de una sola célula: no
hemos encontrado poros organizados ni desmosomas entre las varillas. Se
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observan granulaciones de naturaleza idéntica en las paredes de los canales
y de la vesicula excretora. No hemos encontrado microvellosidades en nin-
guna de las dos zonas.

Palabras Clave: Dicrocoelium dendriticum; cercarias; pared corporal;
célula flamigera; ultraestructura.

INTRODUCCION

Desde hace unos afios ha ido creciendo el interés por las
ultraestructuras de las formas juveniles de los trematodos. Po-
demos mencionar los trabajos de Zdarska 8 9 10.11 Matthews* y
Hoole et al.®, utilizando la microscopia electrénica de transmision
¥ de barrido.

La cercaria de Dicrocoelium dendriticum ha sido estudiada
parcialmente por Zdarska !9, describiendo su estructura superfi-
cial con microscopia electrdnica de barrido, y por Zdarska y Pa-
nin '? investigando determinadas actividades enziméticas e histo-
guimicas. Mds recientemente Nesterenko et al’ han descrito la
ultraestructura del tegumento al microscopio electrénico de trans-
mision,

El presente {rabajo representa una contribucicn a los estudios
ultraestructurales al microscopio electrénico de transmisién de la
cercaria de Dicrocoelium dendriticum.

MATERIAL Y METODOS

El material fue obtenido de caracoles terrestres, Cernuella
cespitum (Schmidt, 1875) (Gastropoda, Helicidae), infestados na-
turalmente. Las cercarias se encontraban totalmente desarrolladas
y se recogieron a partir de las ‘“bolas de mucus” eliminadas por
los caracoles en condiciones de laboratorio. Fueron fljadas du-
rante una hora en glutaraldehido al 69, en Buffer Milloning, y
postfijadas en tetrdxido de osmio al 19, durante una hora. Des-
pués de una deshidratacién en serie de etanol, se incluyeron en
Epon-Araldite. Los cortes se obtuvieron con ultramicrotomo Sor-
vall-MT2-B, se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de
plomo, y se observaron en un microscopio Jeol 100-B.
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RESULTADOS

Los cortes obtenidos de las “bolas de mucus” contenian cer-
carias en el mismo estadio de desarrcllo. El estudio comparado de
las imdgenes de las cercarias cortadas en distintos planos y orien-
taciones nos ha permitido hacer una reconstruccién general de
diferentes estructuras de la cercaria de Dicrocoelium dendriticum.

Pared Corporal

La pared corporal estd formada por una membrana plasma-
tica y tegumento (Figura 1). La membrana plasmatica es densa,
continua y estd adosada a la cara superficial del tegumento, el cual
presenta numeroscs repliegues hacia el interior y gran cantidad
de inclusiones fuertemente densas a 1os electrones. Una membrana
basal separa el tegumento del tejido conectivo subtegumentario
fibroso. La capa muscular adyacente presenta dos tipos de fibras
musculares, las mds externas transversalmente dispuestas y lon-
gitudinalmente las mads internas. (Figura 1). La superficie més ex-
terna de la pared estd recubierta por una sustancia amorfa que
denominaremos glucocédliz. En la periferia de la ventosa oral se

PFigura 1—Corte transversal de la pared corporal: G: glucocdliz, ML: flbras
musculares transversales. T: tegumento. Marca— 1 micra.
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pueden apreciar microvellosidades (Figura 2), y en distintas zonas
de la pared de la cercaria surcos tegumentarios (Figura 3).

Fira 2—Tegumento en la periferia de la ventosa oral. MT: fibras muscu-
lares transversales. ML: flbras musculares longitudinales. MB:
membrana basal. MV: microvellosidades. T: tegumento. Marca—
1 micra.

Figura 3.—Surco tegumentario de la pared corporal. G: glucocdliz. MB:
mermbrana basal. T: tegumento. Marca— 1 micra.
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Célula Flamigera

La célula flamigera se compone de tres zonas estructuralmente
distintas; zona basal, media y distal (Figura 4).

— Zona Basal; presenta un nicleo relativamente grande, cito-
plasma poco denso que contiene ribosomas, mitocondrias, vacuo-
las y proyecciones citoplasmicas alargadas. Una estrangulacion
separa el drea citoplasmica nuclear del drea gue contiene los cuer-
pos basales de los cilios, presentes en mimero variable, de 40 a
46 en las células observadas (Figura 4).

Figura 4—Corte longitudinal de una célula flamigera. C: cilios, CB: cuerpos
basales. M: membrana. MI: mitocondrias. L.: prolongaciones de
las varillas. P: prolongaciones citopldsmicas. N: ntcleo. V: vacuo-
las. VE: varillas externas. VI: varillas internas. Marca= 1 micra.

— Zona Media; es inmediata a los cuerpos basales, Corres-
ponde al principio del canal, formado por un conjunto de varillas
citopldsmicas internas y externas dispuestas alternadamente, en
cuyos espacios intermedios se observa una membrans continua
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(Figura 5), existen proyecciones citopldsmicas de ambos tipos de
varillas. En el interior del canal se encuentran los cilios agrupados
en un haz compacto.

Figura 6.—Corte transversal zona distal de una célula flamigera. C: cilios
D: desmosoma. MI: mitocodria. Marca= 1 micra,.

5.—Corte transversal zona media de una célula flamigera. C: cilios.
D: desmosoma. MB: membrana. VE: varillas externas. VI: vari-
llas internas. Marca— 1 micra.

-— Zona Distal; mds arriba de la zona de las varillas 2l canal
aparece como una vaina citopldsmica continua limitada por dos
membranas, con una superficle interna globular y otra externa
granular en la que pueden verse mitocondrias (Figura 6). La apa-
riencia es la de una célula plana, enrollada sobre si misma y
unidos los dos extremos por un desmosoma (Figura 6) para for-
mar el canal, envolviendo el paguete de cilios centrales,

Canaies y Vesicula Excretora

Los canales y vesicula excretora tienen una estructura similar.
La luz del canal estd limitada por un grupo de células cuboidales : &
de tipo epitelial, con granulaciones electrodensas (Figura 7). Esta Figura 7—Luz del canal excretor. CC: canaliculos colectores, FM: fibras
formacidn de cgélulas se asemeja a un epitelio cuboide monoestra- musculares. N; niicleo. Marca= 1 micra.
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tificado con amplios espacios intercelulares. En la zona apical del
epitelio (Figura 7) se aprecia la presencia de haces musculares
dispuestos perpendicularmente, semejantes a los del tegumento,
que podrian actuar como activadores de un hipotético movimiento
peristaltico del canal. Al canal excretor confluyen canaliculos co
lectores que parecen formados por el mismo tipc de células (Fi-
gura 7).

La vesicula excretora estd limitada por células de tipo epite-
lial, con las mismas granulaciones que las células limitantes del
canal excretor. Los espacios intercelulares son mas amplios y la
estructura muscular es notablemente mds discreta (Figura 8).
La vesicula se continua con el poro excretor de estructura tegu-
mentaria. Se observa la presencia de complejos de unién entre
las células de la vesicula y del poro excretor.

Flgura 8.—Luz de la vesicula excretora. ¥M: fibras musculares. N: nucleo,
FLECHAS: discontinuidades con el poro excretor. Marca= 2 mi-
cras.
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Zona Caudal

En la union entre el cuerpo de la cercaria y la cola se observa
una continuidad de la capa muscular subtegumentaria de la pared
del cuerpo con la de la cola (Figura 9). La pared caudal es mds
fina y simplificada, con el tegumento apenas con repliegues. Eu el
interior de la cola no se observan estructuras funcionales ni or-
ganulos, solamente un material amorfo poco denso y los restos
de estructuras membranosas irregularmente repartidas.

Figura 9.—Detalle de la unidn entre el cuerpo de la cercarla y la rola.

A: material amorfo. FM: fibras musculares. T: tegumento, Marca
= 1 micra.

DISCUSION

La pared corporal de la cercaria de Dicrocoelium dendriticum
es similar a las descritas en otros trematodos digenéticos, y coin-
cide con las observaciones de Nesterenko et al.5. La gran cantidad
de repliegues en la membrana plasmatica externa del tegumento
podria interpretarse como un incremento de la superficie de in-
tercambio; se han descrito vesiculas en el tegumento de naturaleza
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secretora, que descargan en su superficie en un proceso previo al
enquistamiento (Matthews4; Higgins ) y se ha supuesto también
una mision de absorcion de nutrientes a través del tegumento
(Fujino 1). Contradictoriamente observamos una estructuracion
no dindmiea, sin vesiculas y carente de mitocodrias. En el caso de
la pared caudal, su estructuracién mds simplificada podria corres
ponderse con la pérdida de significacién de la cola, como 6rgano
de locomocion, en esta cercaria. Zdarska '° al microscopio elec-
trénico de barrido no detectd terminales sensoriales en la super-
ficie de la cola, presentes en otras cercarias gue se mueven por
natacién en el ambiente. El mismo autor describe papilas y tu-
bérculos en la parte anterior del cuerpo de la cercaria; en los cor-
tes efectuados por nosotros no hemos podido encontrar ningun
tipo de terminal sensorial.

Las células flamigeras se describieron inicialmente como es-
tructuras de una sola célula, con unas caracteristicas que en ge-
neral coinciden con las observadas por nosotros. Este concepto
fue modificado por Wilson 7, describiéndolas como un agregado
de dos células unidas en la zona media mediante desmosomas si-
tuados entre las varillas. En oposicién a este concepto, Rohde ¢
opina que se trata de una unica célula, ya que observa continuidad
entre las varillas internas y externas, la zona nuclear y la vaina
citopldsmica. Nuestras observaciones confirman esta idea. No
hemos observade desmosomas entre las varillas, y nuestro parecer
es que existe una continuidad entre la zona basal o nuclear y el
tibulo distal. Se han descrito, también en la zona media, poros o
nefrostomas, proponiéndose como lugar de ultrafiltracion. Wilson”
no observa poros, y supone que la flltracion se realizaria a través
de los desmosomas que unen cada varilla con su vecina. Nuestras
observaciones conflrman las ideas de Rohde 9, en el sentidc de la
ausencia de porcs. En nuestro estudio en las zonas de separacion
entre las varillas internas y externas solamente existe la mem-
brana y coincidimos con Rohde ¢ al pensar que estas simplifica-
clones de la estructura podrian actuar de forma de poros, permi-
tiendo la “flitracién por presidn’ sugerida por distintos autores.
Las prolongaciones citopldsmicas internas observadas en la zona
media mantendrian un espacio de separacién entre los cilios y
las varillas, de manera que pudieran circular los fluidos (Wilson 7).
La continuidad y similitud entre las granulaciones que limitan los

Rev. Ibér. Parasitol., Vol. 45, ne° 4, 1985 331

canales y la vesicula excretora, y las granulaciones citopldsmicas
de las células que los forman, nos hace pensar en una elaboracion
celular de naturaleza secretora. Al sistema protonefridial se le
atribuyen funciones de excrecion y osmorregulacion, de esta forma
los liguidos filtrados en las células flamigeras podrian ser modifi-
cados mediante reabsorcion selectiva (Wilson 7). Nosotros no he-
mos encontrado microvellosidades ni en los canales ni en la ve-
sicula. Seglin nuestras observaciones nos parece mas 16gico pensar
en un papel de secrecién mds gue en unc de reabsorcion selectiva.
No es posible afirmar esto sélo con estudios morfoldgicos, pero
una actividad secretora selectiva podria estar relacionada con su
funcién osmorreguladora.
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