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PARASIT DEL MUSCLO MYTILUS EDULIS:
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SUMMARY
Proctoeces maculatus (Trematoda: Digenea), a parasite of the mussel Mytilus edulis:
Structure, development and ultrastructure of the cercaria

About 1 % of the mussel beds of the Galician coast are affected by the so called
«orange sickness», a disease detected for the first time by COLE (1935) and caused by
Proctoeces maculatus (Trematoda: Digenea), whose sporocysts, approximately one thous-
and in number, infect different organs of the host, amongst the most important of which
are the pallium and the gonads. The sporocist has the shape of an oval bag in which spo-
rocysts in formation as well as cercariae in different developping phases dwell; some mor-
phological differences between the latter and the former appear already during the early
phases.

The acetabulum of the cercaria differenciates itself as a spherical cavity whose wall
presents muscular fibres in radial and circular directions. At the same time, the cercaria’s
own teguments are being developped and the tegumentary cover that surrounds it dege-
nerates during development, which originated in the sporocyst's wall.

Cells of a connective tissue nature form the parenchyma of the cercaria, which
present very well defined boundaries and scarcity of intercellular matter.

INTRODUCCIO clos de les costes angleses; els va donar el
) nom especific de Cercaria tenuans.
La morfologia de les fases larvaries que En musclos de les costes americanes

parasiten el musclo i que sén objecte del UzMANN (1953) troba formes larvaries molt
present estudi ultrastructural ja van ésser semblants i les anomena Cercaria milfor-
descrites per COLE (1935), parasitant mus- densis. Posteriorment STUNKARD & UZMANN
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(1959) inclogueren dintre de 1'especie Proc-
toeces maculatus (Loos 1901; Odhner 1911)
(Sin. Proctoeces subtenuis Linton 1907;
Hanson 1950) les larves en qiiestio.

De forma natural, i també experimen-
talment, el cicle biologic de Proctoeces ma-
culatus ha estat descrit per MARTINEZ
(1972) en musclos de la costa mediterra-
nia francesa (Regi6 de Sete). El musclo
Mpytilus galloprovincialis és tipicament
I'hoste de les fases de l'esporocist i de la
cercaria, es desenvolupen les metacerca-

ries en Nereis caudata (poliquet) i final-

ment és Labrus merula (labrid) I’hoste de-
finitiu. Recentment també ha estat descrit
un cicle biologic restringit al musclo My-
tilus edulis, de les costes atlantiques ame-
ricanes (SYPEK, 1979).

El tegument de la cercaria, aixi com el
de la generalitat de platihelmints, presen-
ta la capa més externa de la paret del cos
constituida per una zona anucleada que, a
diferéncia de les redies i dels esporocists,
no presenta microvilli, perd per contra pot
presentar espines, com Schistosoma man-
soni, i també hi ha mitocondris i diferents
tipus d’organuls. Com a regla general,
aquesta capa anucleada descansa damunt
d’'una lamina basal, i a sota hi ha dues
capes de musculatura, circular i longitudi-
nal; a sota ja es troba el paréenquima.

En les ventoses, estructures tipiques
dels trematodes, presents en totes les fa-
ses del cicle biologic des de la cercaria
fins a l'adult, 'estudi ultrastructural de-
mostra l'existencia d'una musculatura ra-
dial i circular, com ja ha estat observat
per REES (1974) a la cercaria de Cryptoco-
tyle lingua.

El present treball constitueix una intro-
duccié a l'estudi ultrastructural de la cer-
caria de Proctoeces maculatus (Tremato-
da: Digenea: Fellodistomatidae), posant
emfasi a l'ultrastructura del tegument,
acetabul o ventosa ventral i parénquima, i
descriu el desenvolupament de la cerca-
ria a l'interior de l’esporocist.

MATERIAL | METODE

Els musclos comprats als mercats de
Barcelona, provenen de vivers de la costa
gallega i han estat passats per la depura-
dora. L'index de parasitisme és de 1'1 %.

L’existencia d’infeccié en el musclo es
fa palesa mitjancant l'aparicié d'unes zo-
nes de color taronja als organs infectats,

que no sén més que acumulacions de nom-
brosos esporocists del trematode en qiies-
tié.

Per la forma dels esporocists i per la
seva profusié numerica, s’ha pogut tre-
ballar amb esporocists aillats, en capsules
de Petri en aigua de mar, mantenint-se en
aquestes condicions extraparasitaries fins
a un periode de temps d'una setmana a
40 C, i, fins i tot, emetent cercaries.

Ambdues formes larvaries s’han tenyit
vitalment, i s’han obtingut els millors re-
sultats amb el roig neutre a una concen-
tracié de l'ordre de 1:10.000, posant-se de
manifest, quan ha penetrat totalment el
colorant, els cecs intestinals i I'aparell ex-
cretor de les cercaries.

Per a l'estudi al microscopi electronic
de transmissid, els esporocists han estat
sotmesos a una doble fixacié amb glutaral-
dehid al 2,5 % tamponat amb Sorensen a
pH 7,2, durant dues hores a 4°C, seguit
d’'una postfixacio amb OsO, a 1'l %, tam-
ponat igualment amb Soérensen. El mitja
d’inclusié ha estat preferentment l'araldi-
ta. Generalment els talls ultrafins obtin-
guts han estat sotmesos a un contrast amb
acetat d'uranil al 2 % en solucié aquosa,
seguit del citrat de plom, preparat d’acord
amb la técnica de REYNoOLDS (1963). L’ob-
servacié ha estat duta a terme en un mi-
croscopi de transmissié Phillips EM 200,
del Servei de Microscopia Electronica de
la Universitat de Barcelona.

Igualment per a l'observacié al micros-
copi electronic d’escombratge, els esporo-
cists aillats han estat sotmesos a la ma-
teixa doble fixacié. Després han estat trac-
tats amb CO, liquid i sotmesos a la pres-
si6 i temperatura corresponents al seu
punt critic. Finalment han estat metallit-
zats mitjancant la tecnica del sputering.
Les observacions han estat efectuades en
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Fi16. 1. Esporocist amb les cercaries en formacié
en el seu interior. ¢, cercaria. 75X. )
Sporocyst with undeveloped cercariae inside, ¢, cercaria.
75x.

Fi6. 2. Bola germinativa. 600x.
Germinating ball. 600x.

Fi1cs. 3 i4. Diferenciacié de l'acetabul. a, aceta-
bul. 600x.

Differentiation of acetabulum. a, acetabulum. 600x.

Fi16. 5. Cercaria formada. 300x.
Developed cercaria. 300x.









F16. 6. Cercaria tenyida amb roig neutre. 320x.
Cercaria with neutral red stain. 320x.

Fies. 7 i 8. Tegument: za, zona anucleada; ce,
coberta d’origen esporocistic; lb, lamina basal;
mi, mitocondria; m, musculatura. 39000x i 48500x,
respectivament.

Tegument. za, unnucleated zone; ce, sporocystic origin
cover; lb, basal lamina; mi, mitocondrion. Respectively,
39000x, 48500x.

Fics. 9 i 10. Parénquima: V, ventosa; N, nucli;
n, nucleol. 1650x i 9500x, respectivament.
Parenchyma. V, sucker; N, nucleus; n, nucleolus. Respec-
tively, 1650x, 9500x.

-

un microscopi electronic d’escombratge
Cambridge Stereoscan S.4, del Servei an-
teriorment esmentat.

Per a l'extraccié dels elements de din-
tre dels esporocists mares (cercaries i es-
porocists en formacio), s’ha emprat la tec-
nica dels ultrasons, técnica habitualment
emprada per a eliminar les impureses de
tot material del qual es vol estudiar la
superficie i que, en aquest cas, ha servit
per a fragmentar els esporocists i treure’n
el contingut i, fins i tot, obtenir cercaries
trencades de tal forma cue ens ha estat
permes de veure la superficie interna de
I'acetabul amb una imatge semblant a la
que donaria la teécnica de la criofractura
(figura 12).

OBSERVACIONS

Els esporocists tenen forma de sac ova-
lat d'uns 800 pm de llargada i donen lloc
a la vegada a esporocists i a cercaries
(fig. 1). Aquestes dues formes larvaries en
els seus primers estadis de formacié tenen
forma subsferica, i els elements que do-
naran lloc als esporocists sén mobils, men-
tre que els que donaran lloc a les cercaries
es presenten rigids des del primer moment
del desenvolupament. El moviment dels
esporocists en formacié és una contraccié
semblant a la dels esporocists madurs.

Aixi mateix, amb l'ajut del microscopi
electronic d’escombratge, es veu que tant
les cercaries en formacié com les ja desen-
volupades presenten una superficie llisa
amb abséncia total de les estries, espines i
protuberancies que es troben en altres cer-
caries (figs. 2-6), mentre que els esporo-
cists en formacié presenten les estries i

microvilli que ja han estat observades en
els esporocists madurs (FERRER, 1979).

DESENVOLUPAMENT DE LA CERCARIA

La bola germinativa que donara lloc a
la cercaria augmenta de grandaria i la pri-
mera cosa que es diferencia és la ventosa
oral (fig. 3). Després es comenga a diferen-
ciar l'acetabul, apareixent un bony que
tanca una cavitat. Finalment aquesta ca-
vitat s’obre a l'exterior (figs. 3-5).

Un cop madura la cercaria, surt de din-
tre de l'esporocist i és emesa per I'hoste
parasitat. Normalment la cercaria aban-
dona l'esporocist sortint per un porus que
té a tal efecte, el porus de posta (FERRER,
1979).

Observacions in vivo, nero, han permes
veure que quan l’esporocist degenera, que-
den encara cercaries vives en el seu inte-
rior, i llavors surten de l'esporocist tot
foradant qualsevol punt de la paret, inde-
pendentment de l'existéencia del porus de
posta.

MORFOLOGIA DE LA CERCARIA

La cercaria de Proctoeces maculatus és
distoma i gimnofala, i observada in vivo
en coloraci6 vital amb roig neutre (fig. 6)
presenta l’aparell digestiu amb els dos
cecs intestinals caracteristics, on prefe-
rentment s’acumula el colorant. També
amb el mateix metode de coloracié i, en
el moment en que la cercaria és a punt de
degenerar, és quan poden veure’'s el ma-
xim nombre de caracteristiques pel que fa
a l'aparell excretor: la vesicula excretora
i els conductes excretors, els descendents i
part dels secundaris. Les celules flamige-
res no s’arriben a veure ben bé perque es-
tan camuflades per les celules parenqui-
matiques properes a elles. Igualment in
vivo es visualitza la faringe, la ventosa oral
i l'acetabul.

TEGUMENT

Quan la cercaria roman dintre de l'es-
porocist, durant el seu desenvolupament,
esta rodejada per una coberta que s’origi-
na a partir de l'esporocist. Aquesta cober-
ta presenta mitocondris (amb molt po-
ques crestes com és tipic en organismes
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F1c. 11. Esquema de la disposicié de les fibres
musculars de 'acetabul. mr, musculatura radial;
mc, musculatura circular.

Disposition schema of muscular fibres of acetabulum. mr,
radial muscle; mc, circular muscle.
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endoparasits), nuclis, perd no hi ha limits
cellulars diferenciats, essent, doncs, de ti-
pus sincicial; i, finalment, una vacuolitza-
ci6 que paulatinament va creixent durant
el desenvolupament de la cercaria, indici
que aquesta coberta va degenerant durant
el procés de formacio de la cercaria (fig. 7).
La cercaria apareix limitada exterior-
ment per les capes caracteristiques de tots
els platihelmints: zona anucleada externa,
que presenta els organuls normals: mito-
condris, amb les caracteristiques esmenta-
des abans, vesicules de diferent mida i in-
clusions. Durant el desenvolupament de la
cercaria, aquesta capa anucleada es va en-
gruixant i, tanmateix, la densitat de les
inclusions va minvant. La lamina basal
presenta un aspecte granulds, i les dues
capes musculars son, tipicament, una .de
circular i l'altra longitudinal (figs. 7, 8).

PARENQUIMA

Sota el tegument, la cercaria presenta
ceHules de naturalesa conjuntiva que cons-
titueixen el parenquima. Els nuclis d’a-
questes celules tenen una acumulacié re-
gular de cromatina i un nucleol molt os-
tensible. Entre els nuclis veins es veuen
els plasmalemnes de les dues ceHules cor-
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responents, hi ha un espai intercelular
molt petit, i no s’ha observat cap tipus de
contacte especial (figs. 9, 10).

ACETABUL

Amb tincié vital amb roig neutre, l'ace-
tabul presenta una vora epidérmica que
envolta l'obertura (fig. 2). El microscopi
electronic d’escombratge permet veure
(fig. 12) que l'acetabul és un oOrgan esferic
que tanca una cavitat interna també esfe-
rica. Funcionalment l'acetabul és impor-
tant pel moviment de reptacié i com a or-
gan adhesiu, cosa que té una especial im-
portancia en la cercaria que ens ocupa,
perque, com ja hem assenyalat, es tracta
d'una cercaria gimnofala, és a dir, sense
cua, i per tant el desplagament fora del
musclo, el fa per reptacié i no per natacié
com succeeix en d’altres cercaries.

Fonamentalment, al microscopi electro-
nic de transmissio (figs. 14, 15), la paret
de l'acetabul presenta dos sistemes de fi-
bres musculars: unes en direccié radial i
les altres en direccié circular. Tot tallant
I'acetabul equatorialment, les fibres circu-
lars queden tallades transversalment, i no
es veu cap ordenacié geometrica constant
dels filaments d’actina i miosina.

DISCUSSIO

Les dades ultrastructurals obtingudes
del tegument concorden amb les descrip-
cions fetes per BiBBY & REES (1971), MoOR-
RIS (1971), REes (1972), HockLEY (1972),
KECHEMIR (1978) en diferents trematodes
digenetics.

La coberta sincicial d’origen esporocistic
ja va ser assenyalada en Schistosoma man-
soni (HockLEY, 1972) i en Halipegus ovo-
caudatus (KECHEMIR, 1978) entre d’altres.
Cal dir, pero, que per l'efecte dels ultra-
sons en I'estudi dut a terme, no és possible
veure aquesta coberta a les imatges del mi-
croscopi electronic d’escombratge.

Les estries i els microvilli i, també, el
moviment continu de contraccié existents
en totes les fases de creixement dels es-
porocists confirmen el fet que la nutricié
d’aquests organismes €és per absorcié a
través del tegument, com és caracteristic
també dels esporocists i les redies, que
s6n formes larvaries amb un aparell diges-
tiu inexistent o bé molt reduit.



Finalment, cal assenyalar que aquesta tegument com a nivell de ventoses i, tam-
introduccié a l'estudi ultrastructural de la bé, a observacions d’organs interns com
cercaria de Proctoeces maculatus, déna els cecs intestinals i els elements excretors,
peu a observacions d’altres elements de observacions i estudis que seran objecte
la cercaria tan importants com els dife- de properes publicacions.
rents tipus de glandules, tant a nivell de

FiG. 12. Cercaria tractada amb ultrasons; es pot veure l'interior de l'acetabul (ia). 500x.
Cercaria under ultrasound effects. ia, inside of acetabulum. 500x.

Fi16. 13. Zona de l'acetabul. A, acetabul. 1600x.
Acetabulum zone. A, acetabulum. 1600x.

Fics. 14 i 15. Detalls de l'acetabul tallat equatorialment. mr, musculatura radial; mc, musculatura

circular. 16250x i 64500x, respectivament.
Acetabulum details in equatorial section. mr, radial muscle. mc, circular muscle. Respectively, 16250x, 64500x.
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