SCIENTIA gerundensis, 12:15-25 {1986)

ESTRUCTURA Y ULTRAESTRUCTURA DE LA REGION
TESTICULAR DEL APARATO GENITAL MASCULINO DE
Dina lineata (Hirudinea, Erpobdellidae)

S. Bonet

Departament de Biologia Cel-tular i Fisiologia. Col-legi Univeristari de Girona {UAB}.
Hespital, 6. 17071 - Girona.

RESUM

La regi6 testicular de U'aparell genital masculi de Dina fineata esth formada pels sacs
testiculars 1 els conductes eferents { deferents.

Els sacs testiculars es disposen helicoidalment a I'entorn d’ambdds conductes defe-
rents amb un pas aproximat de cinc unitats per volta, i s'estenen des del metamer XXIV
al XX. Cada sac testicular, d"1 mm de didmetre, té forma oval-arrodonida i, donada la
fincsa de la seva paret, presenta un aspecte transldcid molt caracteristic. Estan revestits
per un epiteli mesotelial amb dues categories cel-lulars: les cél-lules pavimentoses i les
cél-lules clibico-ciliades. Contenen els diversos estadis evolutius de la linia germinal
masculing 1 una poblacié de cél-lules fagocitiques de funcié macrofagica.

Cada sac testicular aboca en un conducte eferent molt curt i prim, revestit per un
epiteli isodiamétric ciliat.

El conducte deferent recull e] producte germinal dels conductes eferents i el condueix
des del metémer XXIV al XX. En tota la seva longitud estd revestit per un epiteli
cibico-ciliat, no presenta cap beina muscular associada 1 € un trajecte rectilini débil-
ment sinuds.

RESUMEN

La regi6n testicular del aparato genital masculino de Dina fineata esti formada por los
sacos testiculares y los conductos eferentes y deferentes.

Los sacos testiculares se disponen helicoidalmente airededor de ambos conductos
deferentes con un paso aproximado de cince unidades por vuelta y se extienden desde
el metdmero XXIV al XX. Cada saco testicular, de 1 mm de diametro, tiene forma oval
y, dada ia finura de su pared, ofrece un aspecto translicido muy caracteristico. Estdn
revestidos por un epitelio mesotelial con dos categorias celulares: las células pavimen-
tosas vy las células cibico-ciliadas. Contienen los diversos estadios evolutivos de 1a linea
germinal masculina y una poblacidn de células fagociticas con actividad macrofapica.

Cada saco testicular desemboca en un conducto eferente, muy corte y delgado,
revestido por un epitelio isodiamétrico y ciliado. El conducto deferente recoge el pro-
ducto germinal de los conductos eferentes y lo conduce desde €] metdmero XXIV al
KX. En toda su longitud se halla revestido por un epitelio cibico-ciliado, no presenta
vaina muscular asociada y describe un trayecto rectilineo débilmente sinuasc.
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ABSTRACT

The testicular region of the male reproductive tract of Dina lineata consists of the tests
sacs, the vasa efferentia and two vasa deferentia. It is situated in segments XXIX to X3

The testis sacs are arranged spiraly around the two vasa defercntia. Short vasa
efferentia connect the testis sacs to the vasa deferentia of each side.

The testis are oval celomic sacs. Each one is covered with the mesotelial epithelium
which consist in two types of cells: the flat cells and the cubic-ciliated cells. Inside the
sacs there is every stage of maturity of the male germinat line and some phagocyuc cells,

The vasa efferentig and the vasa deferentia are covered with an isodiametric-ciliated
epithelium with microvilli.

Key words: vitraestructure, male reproductive tract, testis, Hirudines leeches, Dina lineata.

INTRODUCCION

El aparato genital masculino de D. lineata presenta tres regiones bien defi-
nidas: regién testicular, region epididimaria y regién atrial (Fig. 1).

Region testicular: Los sacos testiculares se disponen helicoidalmente, con
un paso no superior a cinco unidades por vuelta, alrededor de los dos
conductos deferentes formando sendos cordones que se extienden desde el
metamero XXIV al XX. Cada saco testicular, de un didmetro no superior
a 1 mm, tiene forma oval redondeada y un aspecto translicido muy carac-
teristico. Cada saco testicular comunica con el conducto deferente mediante
un conducio eferente muy corto, practicamente inexistente. Kl conducto
deferente, de un diametro de unos 8,05 mm, recoge el producto germinal de
los sacos testiculares y lo lleva desde el metdmero XXIV al XX. El conduc-
to deferente presenta el mismo didmetro en teda su longitud, y un trayecto
rectilineo débilmente sinuoso.

Regidn epididimaria. A nivel del metdmero X1X, el conducto deferente
se engruesa subitamente {de 0.05 mm a 0,4 mm) y toma una trayectoria
heiicoidal; se trata del conducto epididimario. El epididimo se extiende en
sentido postero-anterior, y a cada lado de la cadena nerviosa, desde el
metamerc XIX al XI, después describe un asa hasta Hegar al metdmero XII
y vuelve a subir hasta encontrar el cuerno atrial en el metdmero XI.

Region atrial: Los dos conductos epididimarios, a nivel del metamero
XI, presentan un didmetro no superior a los 0,1 mm y se continfian con un
par de conductos de un didmetro de unos 0,4 mm; s¢ trata de los cuernos
atriales. Estos dos conductos, de forma curvada muy caracteristica, se fusio-
nan en un cuerpc comun, ¢l cuerpo atrial, de un didmetro no superior
a 1 mm. Dicho cuerpo se abre ventralmente al exterior por ¢l gonéporo
masculino situado entre los anillos b, y 2, del metamero XII.
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Figura 1. Esquema que muestra las tres regiones del aparato genital
masculino de D. lineara: region testicular (T), region epididimaria (E), y
region atrial (A). Véase también un esquema de la seccidn transversal
del animal a nivel de la region testicular: saco testicular (1), intestino (2,
conducto deferente (3), y cadena nerviosa ventral {4).

MATERIAL Y METODOS

D. lineata es una sanguijuela dulceacuicola muy comiin en los rios y riachue-
los de nuestra Peninsula. Los ejemplares utilizados en este estudio fueron
recogidos entre los meses de septiembre y enero en el ric Ter a su paso por
Camprodén {Girona}.

Las preparaciones para microscopia Sptica se realizaron fijando las mues-
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Figura 2. Esquema que muestra el aspecto de una célula mesotelial
pavimentosa: reticulo endoplasmaético rugoso {1}, ndcleo (2), microvillis
{3}, uniones intercelulares (4), digitaciones citoplasmaiticas basales con
hemidesmosomas {5} y mitocondrias {6}.
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tras en formalina al 10% en tampdn fosfato de Sorensen pH 7.4, incluyendo
en Glicol metacrilato {Bonet y Molinas, 1983}, y coloreando los cortes
segiin las técnicas descritas por los autores Bonet y Huguet (1985).

Para su observacion al microscopio clectrénico de transmision, las mues-
tras se fijaron en liquido de Karnovsky {Santander, 1968), se postfijaron en
tetragxido de osmio, se lavaron en tampén fosfato 0,2 M pH 7.4, y se
incluyeron en resina Spurr {Spurr, 1969). Los cortes obtenidos y contrasta-
dos con acetato de uranilo y citrato de plomo (Reynolds, 1963) fueren
observados con un Hitachi HV 12-A del Servicio de Microscopia Electréni-
ca de la Universidad Auténoma de Barcelona.

OBSERVACIONES

La region testicular estd formada por los sacos testiculares y los conductos
eferentes y deferentes.

1. Pared de los sacos testiculares

La pared de los sacos testiculares estd formada por un epitelio monoestrati-
ficado de origen mesodérmico que descansa sobre una membrana basal muy
delicada.

El saco testicular propiamente dicho esté revestido de un epxteho meso-
telial pavimentoso, tanto mas plano cuanto més dilatado estd el saco celo-
mico. La zona de la cavidad testicular que comunica con el conducto efe-
rente presenta un epitelio mesotelial isodiamétrico y ciliado.

1.1 Células mesoteliales pavimentosas {Fig. 2)

Se trata de céhulas extraordinariamente planas. Su didmetro est alrededor
de los 20 micrémetros y su altura maxima es de unos 3 micrémetros. Estas
medidas pueden variar ligeramente en relacién al grado de dilatacion del
saco.

E] citoplasma presenta una distribucién homogénea de los organulos
celulares. Cabe destacar la abundante presencia de mitocondrias bacilares,
vesiculas del reticulo andeplasmaético rugose, orientadas paralelamente a la
superficie celular de descanso, y una densa poblacion ribosémica responsa-
ble de la ligera basofilia y electrodensidad del citoplasma (Fig. 3).

Ambos polos celulares emiten finisimas prolongaciones citoplasmaticas
filiformes. Dichas microvellosidades, que en la superficie libre presentan
una longitud de unos 1,2 micrémetros y una funcidn pinocitica, en la base
son mas largas (del orden de unos 3,8 micrémetros), se introducen parale-
lamente entre la membrana basal y tienen una funcién de anclaje, al mismo
tiempo que permiten la extensién de la célula a medida que progresa la
dilatacién del saco testicular.
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Figura 3. Célula mesotelial pavimentosa: cavidad del saco (S), membra-
na basal (M), niicleo (N) y citoplasma (C). (14.000 X).

Figura 4. Esquema que muestra el aspecto de una célula mesotelial
cibico ciliada: ciclio (1), raiz ciliar (2), unién intercelular (3) y membra-
na basal (4).
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Figura 5. Célula mesotelial ciibico-ciliada: cavidad del saco (S), membra-
na basal (M), nicleo (N) y citoplasma (C). (9.600 X).

Figura 6. Seccién longitudinal de un cilio de una célula cibico-ciliada:
axonema (A), cuerpo basal (C) y raices ciliares (R). (24.000 X).
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Entre dos células vecinas encontramos interdigitaciones profundas y
uniontes especiales del tipe zénula adherens. Las células descansan scbre la
lamina basal, muy delicada y homogénea, y se unen a ella por medio de
hemidesmosomas localizados en las microvellosidades citoplasmdticas ba-
sales.

Por debajo de 12 membrana basal hay un tejido conectivo rico en fibras
colagenas, agrupadas en haces no orientados, y células conjuntivas tipo
fibroblasto vy macréfago.

1.2 Células mesoteliales ciibico-ciliadas (Fig. 4)

Se trata de células isodiaméiricas de unos 10 micrémetros de didmetro. En
el citoplasma, si bien los ribosomas y las vesiculas del reticulo endoplasma-
tico rugoso se distribuyen homogéneamente, las mitocondrias v las unidades
dictiosdmicas se disponen mayoritariametne en el polo apical, por cncima
del nicleo (Fig. 5).

El nicleo, de contorno irregular y con ¢romatina granular y muy fina,
presenta zonas de condensacion heterocromadtica asociadas a la membrana
interna de la cubierta nuclear. El nucleclo, de unos 2,5 micrémetros, es
redondeado, Unico y muy clectrodenso.

En la superficie libre encontramos cilios y microvetlosidades. Los cilios,
de una longitud de unos 10 micrémetros, presentan una estructura axone-
mitica tipica (9+2) y se organizan a partir de los cuerpos basales anclados
al citoplasma por medio de unas raices ciliares muy profundas (Fig. 6). El
movimiento de los cilios acompana a los espermatozoides hacia la luz de los
conductos eferentes. El didmetro de los cilios (0,2 micrémetros) contrasta
con la delicadeza de los microvilli (0,1 micrémetros} relacionados con pro-
cesos de pinocitosis.

Las células se unen mediante interdigitaciones citoplasmaticas profundas
y zénulas adherens terminales de longitud considerable 0,75 micrdmetros).
Descansan sobre una membrana basal a la que se unen fuertemente por
medio de hemidesmoscmas. A diferencia de las células pavimentosas, no
emiten prolongaciones citoplasmiticas basales. El mecanismo que permite
adaptarse a la progresiva dilatacion de los sacos testiculares es el trayecto
sinusoide que describe la membrana basal.

2. Pared de los conductos eferentes y deferentes

Los espermatozeides son conducidos a la estrecha luz de los conductos
eferentes y, de éstos, a los conductos deferentes.

La pared de los conductos eferentes y deferentes estd formada por el
mismo tipo de ¢élulas cibico-ciliadas que tapiza la pared del embudo de los
sacos testiculares (Fig. 7).

Las caracteristicas diferenciales entre los dos conductos son: ¢l didmetro
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Figura 7. Seccién longitudinal del conducto deferente: luz del conducto
(L), niicleo (N), mitocondrias (M) y cilios (C). (14.000 X).

de su luz, la superficie libre de su epitelio, el trayecto de la membrana basal
y la presencia o ausencia de células musculares asociadas.

La luz de los conductos eferentes es muy estrecha, del orden de unos 2,5
micrémetros de didmetro, mientras que la de los conductos deferentes au-
menta hasta unos 10 micrémetros.

En la superficie libre del epitelio que reviste a los conductos eferentes,
los cilios son muy abundantes y los microvilli cortos y muy delgados. En los
conductos deferentes la poblacion ciliar disminuye ligeramente y los micro-
villi se hacen mas largos y numerosos.

En los conductos eferentes la membrana basal presenta un trayecto
rectilineo mientras que en los conductos deferentes se observa un recorrido
sinuoso.

Alrededor de los conductos eferentes no se observa gunca la presencia
de fibras musculares asociadas. Sin embargo, es habitual encontrar células
musculares orientadas helicoidalmente alrededor de los conductos defe-
rentes.

DISCUSION

El aparato genital masculino de los hirudineos ha sido poco estudiado. Los
trabajos que hay son en su mayoria anatémicos y, en algunos casos, aportan
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algin detalle de su estructura al microscopio optico. Brumpt (1900} estudic
algunos aspectos de la reproduccién de este grupe e hizo una descripcion
anatémica comparada de los aparatos reproduciores femenino y masculino.

En muchos invertebrados los testiculos se hallan formados por un con-
junto de sacos dilatados y tapizadoes por un epitelic mesotelial pavimentose
y monoestratificado {Paniagua y Nistal, 1983). Los sacos testiculares de los
hirudineos son cavidades ceidémicas vestigiales limitadas por un mesotelio
formado por dos categorias celulares: las células pavimentosas y las células
ciliadas {Brumpt, 1900). Segin Damas {1968 a y b) en estudios realizados
con Glossiphonia complanata, las células ciliadas actian como un verdadero
epitelio germinativo, pierden sus cilios, se desprenden de la membrana
basal e, incorporéndose a la luz de los sacos, se convierten en las esperma-
togonias primitivas, es decir en las células madre de la linea germinal. Para
Van Damme (1974), en sus estudios sobre la organogénesis del aparato
reproductor masculino de Erpobdella octoculata, el origen de las células
germinales no estéd en la descamacion del mesotelio sino que hay que bus-
carlo en el cordén germinal primordial de un individuo juvenii a los pocos
dias de su salida del capullo. Las observaciones realizadas en nuestro labo-
ratorio con D. lineata nos inclinan a apoyar la hipétesis de Van Damme
{1974). El alto grade de diferenciacion de las células clibico-ciliadas hace
poco probable que puedan considerarse como el origen de las espermatogo-
nias primitivas. De hecho, en ninguna especie se ha descrito la formacién
de las células germinales por desdiferenciacién de células muy especializadas.

La estructura y ultraestructura de los conductos eferentes y deferentes
de los clitelados han sido poco estudiadas. Fleming (1981) ha estudiado la
morfologia microscopica de estos dos conductos en Tubifex tubifex. En esta
especie los sacos testiculares, de origen celdmico, se abren en un corto
conducto eferente limitado por un epitelio monoestratificado primatico y
ciliado. Los conductos deferentes estdn revestidos de un epitelio monoestra-
tificado isodiamétrico y ciliado, y presentan una vaina muscular intrinseca
formada por una Unica capa de fibras musculares. En D. lineata el conducto
deferente ¢std totalmente desprovisto de una vaina muscular como la des-
crita para Tubifex aunque puede observarse ajguna fibra muscular atslada
orientada helicoidalmente alrededor del conducte. El movimiento de los
cilios y la contraccién espasmodica de las pocas fibras musculares dispuestas
alrededor de cada conducto deférente favoreceran el paso del esperma
hacia el epididimo.
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