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SUMMARY
Ultrastructure of the ectodermic ampullaein the larvae of two ascidian species (Tunicata).

The ultrastructure of the ectodermic ampullae in the larvae of Diplosoma spongiforme (Giard) and
Polysyncraton lacazei (Giard) (family Didemnidae) is studied. These organsare tubular in shape and are made
up of secretory cells in both species. The ampullae of Diplosoma spongiforme produce adark secretion at their
distal end, whereas the cells in their lateral walls undergo a process of vacuolation. These features are not
found in Polysyncraton lacazei. The postmetamorphic development of the ampullae is different in both species.
The possible role of the arnpullae in tunic supply and attachment is discussed.

Key words: Ultrastructure, ectodermal ampullag, attachment, larvae of ascidians, Diplosoma spongiforme,
Polysyncraton lacazei.

RESUMEN

Se estudian aspectos ultrastructurales de los 6rganos ectodérmicos ampularesde las larvas de Diplosoma
spongiforme (Giard) y Polysyncraton lacazei (Giard) (familia Didemnidae). En ambas especies se trata de
organostubularesformados por células glandul aressecretoras. L os érganosampul ares de Diplosoma spongiforme
producen una secrecion electrodensa en su zona distal, mientras que las células de las paredes laterales
presentan una marcada vacuolizacion del citoplasma apical. Estas caracteristicas no se han observado en
Polysyncraton lacazei. El desarrollo postmetamérfico de los érganos ampulares en ambas especies es también
distinto. Sediscute la posible funcion de estos érganos en lafijacion d sustrato delaslarvas y enla produccion
de tlnica

Palabrasclave: Ultraestructura, 6rganos ampulares, adherenciaal sustrato, larvas de ascidias, Diplosoma
spongiforme, Polysyncraton lacazei.

INTRODUCCION del tronco de lalarvaen numerosasespeciesde
ascidias. Su nimeroy forma (digitada, capitada,

Los érganos ectodérmicos ampulares son  bulbosa, vesicular, anular...) variasegun las es-
estructuras epidérmicas con un espacio hemo-  pecies (BERRILL, 1950). En muchos casos
célicointerior que se hallan en la parte anterior  (normalmenteen las larvas de las especies so-
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litarias) estos 6rganos no son visiblesen lafase
larvaria, pero aparecen y se desarrollan rapida-
mente al iniciarse la metamorfosis (CLONEY,
1978).

Su funcién parece ser la de 6rganos secun-
darios de fijacion: iniciamentelas larvas se ad-
hieren a sustrato por medio de la secrecion
cementante de sus papilas adhesivas, pero éstas
se retraen y desaparecen rdpidamente, por lo
que en los estadios metamorficos y post-
metamorficos la fijacion la aseguran los Orga
nos ampulares, alosque se atribuyelaformacion
de una sustancia adhesiva (CARLISLE, 1961,
LANE, 1973; CLONEY, 1978, 1982; CLONEY &
TORRENCE, 1984).

En ciertos casos, |os 6rganos ampulares des-
aparecen al cabo de cierto tiempo. En lafamilia
Polyclinidae, por eemplo, estos Grganos son
vesiculares (se han separado del cuerpo de la
larva por constriccion) (GRAVE, 1921; SCOTT,
1946, 1952; CARLISLE, 1952) y en el momento
dela metamorfosis se desplazan hacia la zona
de la tinica en contacto con €l sustrato y
desaparecen a poco tiempo (SCoTT, 1952). En
Distaplia occidentalis Bancroft (familia
Polycitoridae) los 6rganos son tubulares y se
desarrollan en el momento de la metamorfosis,
alcanzando 2-3 veces la longitud del cuerpo y
desapareciendo a cabo de unos dias (CLONEY,
1978; TORRENCE & CLONEY, 1981).

En otros casos, sin embargo, los 6rganos
ampulares no desaparecen, Sino que persisten
en la colonia adulta, donde forman € sistema
estolonial, como en la familia Clavelinidae
(PERES, 1948), o llegan a formar un complegjo
sistema vascular, como en algunas formas co-
loniales de la familia Styelidae: Botryllus,
Botrylloides, Symplegma y Metandrocarpa
(NEWBERRY, 1965; DE SANTO & DUDLEY, 1969;
BRUNETTI & BURIGHEL, 1969; BURIGHEL &
BRUNETTI, 1971; MUKAI et al., 1978). Por Ulti-
mo, en la familia Didemnidae los 6érganos
ampulares del ascidiozooide desaparecen, pero
los blastozooides desarrollan estructuras
homologables a ellos, los vasos de la tinica
(MILLAR, 1951; MACKIE & SINGLA, 1987).

Ademés de la funcién como érganos de
fijacion, se atribuye también a los 6érganos
ampulares y sus derivados la capacidad de
secrecion de nueva tUnica (ScoOTT, 1952;
BREWIN, 1959; NEWBERRI, 1965; KATOW &
WATANABE, 1978; MACKIE & SINGLA, 1987),
funcién circulatoria (especialmente en las colo-
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niasde Styelidae: BURIGHEL & BRUNETTI, 1971,
MUKAI et al., 1978) e incluso funcion respira-
toria (BERRILL 1929; CLONEY, 1978). Las es-
tructuras derivadas de los érganos ampulares
tienen en muchos casos capacidad contréctil,
contrayéndose a veces en forma coordinada,
como en algunos Styelidae (DE SANTO &
DUDLEY, 1969; MUKAI et al., 1978; MACKIE &
SINGLA, 1983) o0 asincrénicacomo en Molgula
(TORRENCE & CLONEY, 1981) y Diplosoma
(MACKIE & SINGLA, 1987).

A pesar de estos puntos de interés, los estu-
dios sobre lamorfologia 0 & desarrollo de estos
Organos son escasos. Unicamente ha sido bien
estudiado uno de sus derivados: el sistema
vascular de las formas coloniaes de Styelidae
(DE SANTO & DUDLEY, 1969; KATOW &
WATANABE, 1978; MACKIE & SINGLA, 1983).
La morfologia ultraestructural de los 6rganos
ampulares en estadios postmetamoérficos de
Molgula occidentalis Trausdedt ha sido estu-
diada por TORRENCE & CLONEY (1981). Este
trabajo presentael primer estudio ultraestructural
de los 6rganos ampulares en el estadio larvario
de ascidias, concretamente en las especies
Diplosoma spongiforme (Giard, 1872) y
Polysyncraton lacazei (Giard, 1872), ambas de
lafamilia Didemnidae.

MATERIAL Y METODOS

Colonias maduras de Polysyncraton lacazei y
Diplosoma spongiforrnefueron recogidas en la loca-
lidad de Tossa de Mar (Gerona). Inmediatamente
fueron colocadas en cristalizadores aireados donde a
cabo de unos minutos empezaron a liberar esponta
neamente algunas larvas, que Se recogieron con una
pipeta y fueron colocadas en el liquido fijador.

La fijacion se realizd durante dos horas en una
mezcla de glutaraldehido (2'5%) y paraformaldehido
(2%) en tampon cacodilato 01 M (pH = 7'2) y la
postfijacion en tetradxido de osmio (1%) en el mismo
tampdn. A continuacion el material fue deshidratado
por una serie de concentraciones ascendentes de
acetonas e incluido en Araldita (ACM, Durcupan) o
en Spurr (AG, Fluka).

Las secciones finas se obtuvieron con un
ultramicrotomo Reichert Om-U2 con cuchilla de
diamante. El contraste se realiz6 con acetato de uranilo
y citrato de plomo. La observacion se efectud en un
microscopio elecronico Philips EM 301 del Servicio
de Microscopia Electronica de la Universidad de
Barcelona.
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Algunas de las larvas obtenidas no fueron fijadas
sino que se depositaron en capsulas de Petri con
portaobjetos en el fondo, a los que a cabo de unos
minutos se adherian espontaneamente e iniciaban la
metamorfosis. Los cristal esportaobjetos, con laslarvas
adheridas, fueron mantenidas en acuario durante unos
dias, con el fin de observar el desarrollo delos 6rganos
ectodérmicos en las primeras fases del crecimiento
de las nuevas colonias.

RESULTADOS

Diplosomaspongiforme (Giard, 1872).

La larva de esta especie posee normalmente
4 6rganos ampulares (a veces mas) de forma
alargada y terminados en un engrosamiento
bulboso (fig. 1). Sus dimensiones son de
aproximadamente 70-80 ym de diametro y hasta
200 pm de longitud. Estos érganos son muy
aparentes durante la metamorfosis (fig. 2) y €
estadio de colonias juveniles, en € que adquie-
ren gran desarrollo.

La extremidad engrosada estd formada por
una capa de células secretoras (fig. 3). Estas
células son columnares, de unos 30 ym de alto
y 6 ym de ancho. El ndcleo se encuentraen la
zona basal de las células, y el citoplasma esta
casi totalmente ocupado por granulos de
secrecion de 05 a 2 ym de diametro rodeados
por membranas de tipo unitario y de contenido
generalmente uniforme y electrodenso, aunque
en algunas células e contenido es mixto, for-
mado por una inclusion electrodensa rodeada
por una matriz més clara de aspecto granular
(fig. 4).

Las paredes laterales de los 6rganos ecto-
dérmicos estan formadas por células cuboidales
(fig. 5) cuyo citoplasma esta practicamente
ocupado por pequefias vesiculas y reticulo
endoplasmatico liso y rugoso. Los nuicleos se
encuentran en la zona media-distal de las célu-
las. La parte basal de estas células estd muy
replegada; lamembranadel polo basal formaun
laberinto de digitaciones (fig. 6). En la parte
distal de las células el citoplasma tiene un as-
pecto desorganizado y aparecen grandes vesicu-
las con un contenido claro, idéntico a de la
tunica colindante. Numerosas células aparecen
desgajadas en la pared del 6rgano ampular, ala
que quedan unidas por estrechos puentes
citoplasméticos (figs. 5, 7), formandose de esta
manera unacapade cé ulas de aspecto filopodial
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gue envuelven el 6rgano ampular y que confie-
ren un aspecto reticulado alatanicalarvaria. En
la cavidad interna del 6rgano ampular existen
células hemocélicaslibres en nimero muy esca-
0.

En los ejemplares observados durante el
periodo metamorfico y postmetamorfico, los
Organos ampulares se desarrollan enormemente
Ilegando en ocasiones a alcanzar los 2 mm. de
longitud (equivalente al doble de la longitud de
un zooide) y actlian como tirantes de fijacion de
la nueva colonia. Se ha constatado también que
las colonias jovenes de Diplosoma cambian
continuamente de forma e incluso realizan cor-
tos desplazamientos, en los que podriainterve-
nir la accién de los érganos ampulares, pues se
ha observado que los 6rganos ampulares situa-
dos en la direccion del movimiento se acortan,
mientras que los situados en la parte posterior
seaargan y acaban desprendiéndose del sustrato.

Polysyncraton lacazei (Giard, 1872)

L os 6rganos ampulares son mas numerosos
(10-12 pares) y cortos en esta especie que en la
anterior. Forman una especie de corona en la
parte anterior de la larva, rodeando a las tres
papilas adhesivas (fig. 8). Su forma es tubular y
no presentan engrosamiento de la zona termi-
nal. Las dimensiones aproximadas de uno de
los tibulos son de 75-85 ym de didmetro y hasta
190 ym de longitud. Durante la metamorfosis
los tubos se alargan y sus extremos distales, en
contacto con € sustrato, se dilatan formando
ampollas (fig. 9).

En seccion longitudinal (fig. 10) puede ob-
servase que estos Organos tienen el aspecto de
un tubo corto de paredes delgadas. Unicamente
el extremo apical estaformado por células mas
atas. La luz del tubo esté repleta de células
hemocélicas. Se observa unazonade tinicaclara
(libre de fibras) frente al extremo distal del 6r-
gano ampular.

Las células de la extremidad distal son
columnares (25 ym de alto x 6 ym de ancho).
El nucleo se encuentra normalmente en la zona
central o proximal de las células y presenta un
conspicuo nucleolo (fig. 11). El citoplasma se
caracteriza por la presencia de un sistema de
Golgi bien desarrollado, reticuloendoplasmético
y pequeilas vesiculas de contenido poco
electrodenso que abundan en la region distal de
las céluias (fig. 12).

Las células de las paredes laterales de los
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Organos ampul ares presentan un aspecto similar
alas anteriores, s bien son de forma cuboidal
(aproximadamente 10 X 10 ym) y presentan un
menor desarrollo ddl reticulo endoplasmético y
delos granulosde secrecion. Lamembrana basal
no presenta invaginaciones, ni hay indicio de
que algunascélulas dela pared pasen alatunica
como en la especie anterior.

El lumen del conducto que forma el érgano
ampular est4d ocupado por grandes células
hemocélicas esféricas densamente empaqueta
das, con gran abundancia de vesiculas de di-
versos tamarfios en su citoplasma (fig. 11).

La observacion de colonias juveniles ha
permitido apreciar que los drganos ampulares
se alargan de forma muy moderada, limitdndose
a alcanzar la superficie de la tanicaen contacto
con e sustrato, donde sus extremidades ante-
riores se dilatan formando ampollas (fig. 9) que
degjan de ser visiblesalos pocos dias. No se han
observado en las colonias jovenes de Poly-
syncraton los continuos cambios de forma y
posicién de la especie anterior.

FIGuras 1-7. Diplosoma spongiforme (Giard).
FiGuras 8-12. Polysyncraton lacazei (Giard).

FiGura 1.
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DISCUSION

El estudio ultraestructural revela ciertas di-
ferencias en los 6rganos ampularesde estas dos
especies. En ambos casos se trata de un epitelio
glandular, pero destaca en primer lugar la dife-
renciacion de las célul as apicalesde Diplosoma
spongiforme gue forman conspicuos granulos
de secrecion de contenido norma menteel ectro-
denso, mientras que en Polysyncraton lacazei
no se produce este tipo de granulos. CLONEY
(1978) ha observado que en agunas especies
los érganos ampulares presentan granulos de
secreciOn conspicuos, mientras que en otras no
se forman dichos grénulos, relaciondndolo con
lacapacidad delas primeras especies parafijarse
de nuevo &l sustrato si son arrancadas del mis-
mo, y atribuyendo a contenido de los grénulos
propiedadescementantes. KATOW & WATANABE
(1978) describen la presencia de granulos de
secrecion de contenido electrodenso en las
ampollas terminales del sistema vascular en
Botryllus primigenius Oka, mientras que

Vision lateral delalarva. Las flechas indican los 6rganos ampulares. pa: papilas adhesivas. x 56.

Lateral view of the larva. Arrows mark the ampular organs. pa: adhesive papillae. x 56.

FiGura 2. Estadio metamdé comostrando el desarrollo de los 6rganos ampulares (cabezasde flecha). x 56.

Metamorphic stage showing the development of the ampular organs (arrowheads). x 56

Ficura 3. Extremo distal de un érgano ampular de la larva, mostrando la disposicion de las células

secretoras. h: hemocele; t: tunica x 1.880.

Tip of an ampular organ showing the arrangement of the secretory cells. h: hemocoel; t: tunic. x 1.880.

FIGurRA 4. Zona basal de una célula secretora. g: granulo de secrecion; mb: membrana basal; n: nicleo. x

9.720.

Basal region of a secretory cell. g: secretion granule; mb: basement membrane; n: nucleus. x 9.720.

FiGurRA 5. Vista general de la pared lateral de un érgano ampular. cp: células de la pared; ct: células
desplazadas hacia la tanica; h: hemocele; t: tanica. x 2.500.

General view of the ampular organ's lateral wall. cp: wall cells; ct: cells entering the tunic space; h: hemocoel; t: tunic. x 2.500.

FIGURA 6.  Zonabasal de unacélula dela pared de un rgano ampular. Obsérvese el profundo plegamiento de

la membrana basal (flechas). x 16.400.

Basal zone of acell of the wall. Notice the deep infoldings of the basement membrane (arrows). x 16.400.
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TORRENCE & CLONEY (1981) los encuentran en
los extremos de los 6rganos ampulares en ju-
veniles de Molgula occidentalis. Estos autores
confieren a dichas secreciones el papel de sus-
tancias cementantes. L a observacion de estadios
postmetamorficos permite apreciar que, efecti-
vamente, los 6rganos ampulares de Diplosoma
spongiforme juegan un importante papel en €l
anclaje de la colonia en estadios juveniles,
mientras que en Polysyncraton lacazei la fun-
cion adhesiva, si existe, es mucho menos im-
portante, dado el escaso desarrollo de estas es-
tructuras después de |a metamorfosis.

Por otro lado, en ambas especies hay indi-
cios de que los 6rganos ampulares intervienen
en la secrecién de tdnica. En Polysyncraton
lacazei esto se manifiesta por la naturaleza
secretora de sus células (las distales especial-
mente) y por la presencia de unacapa de tinica
mas clara, en la que todavia no han aparecido
fibras, frente a ellas. En Diplosoma el fendme-
no se da principalmente en las células |laterales;
el citoplasma apical de las células se vacuoliza
y se transforma, en un proceso muy similar al
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denominado tunificacion (PERES, 1947). Este
autor lo describe en células epidérmicas de di-
versas zonas de los zooides de la familia
Didemnidae, y consiste en la transformacion del
citoplasma distal de las células en sustancia
tunical, arrastrando nucleos y fragmentos de
citoplasma hacialatdnica. Una descripcion de-
tallada de un fenémeno similar la han realizado
KATOW & WATANABE (1978) en las células del
sistema vascular de Botryllus (sistema derivado
de los érganos ampulares de la larva); el
citoplasma distal de las células se convierte en
unaregion clara, de contenido similar alatunica,
gue se separa de las células y migra hacia la
tlnica, donde acaba por desaparecer. En
Diplosoma este fenémeno puede deberse, bien
sea al crecimiento de las vesiculas en laregion
distal, que acaba desgajando fragmentos de cé-
lulas con nucleos, bien al movimiento ameboide
delas propias células haciala tinica.

Otra caracteristica del epitelio ampular en
Diplosoma ausente en Polysyncraton es el alto
grado de plegamiento de su superficie basal.
Ello esta posiblemente relacionado con el dis-

Ficura 7. Detdledelazonaapica delascéulasdelapared (cp) mostrandoladesorganizaciony vacuolizacién
dd citoplasmadistal y € desplazamiento de células filopodiaes (ct) hacia la tinica, quedando unidas a la
pared del 6rgano ampular por estrechos puentes citoplasméticos (cabezas de flecha). x 4.240.

Detail of the apical region of the cells in the wall (cp) featuring vacuolation an disorganization of the apical cytoplasm and migration of
filopodial cells (ct) into the tunic. Slender cytoplasmatic bridges (arrowheads) are established between them and the cells in the wall. x 4.240.

Ficura 8. Vision latera de lalarvade Polysyncmton lacazei mostrando la coronade 6rganos ampulares (0a)
y las papilas adhesivas (pa). x 53.

Lateral view of the larva of Polysyncraton lacazei showing the collar of ampular organs (0a) and the adhesive papiilae (pa). x 53
Ficura 9. Estadio postmetaméfico mostrandoel crecimiento de los érganos ampulares (flechas). x 120.
Postmetamorphic stage showing the development of the ampular organs (arrows). x 120.

Ficura 10. Seccidn longitudinal de un érgano ampular. Obsérvesela zona de tlnica claraen la parte distal
de mismo (flechas).ch: c8ulas hemocélicas; t: tlnica. x 407.

Longitudinal section of an ampular organ. Noticetheclear region in the tunic surrounding the distal tip (arrows). ch: hemocoelic cells; t: tunic.
x 407.

Ficura 11. Regién dista de un 6rgano ampular. cs; células secretoras; ch: células hemocélicas. x 1.690.
Distal region of an ampular organ. cs: secretory cells; ch: hemocoelic cells. x 1.690

FIGURA 12.  Region apical delascdulassecretorasdistales. Obsérvesed desarrollode reticulo endoplasmético,
dictiosomas, granulos de secreciony cuerpos membranosos (flecha). t: tdnica. x 7.500.

Apical cytoplasm of a secretory cell from the tip of the ampullar organ. Notice the well developed endoplasmic reticulum, Golgi systems,
vesicles and membranous bodies (arrow). x 7.500.
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tinto grado de extensidon que alcanzan tras la
metamorfosis estos 6rganos en las dos especies.
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