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Abstract

ABSTRACT

The present Thesis constitutes a contribution to the knowledge of ultrastructure of
spermiogenesis and the spermatozoon of cestodes. New spermatological data
concerning species belonging to six orders of Eucestoda are presented. These species
are Acanthobothrium crassicolle Wedl, 1855 (Tetraphyllidea), Aporhynchus menezesi
Noever et al., 2010 (Trypanorhyncha), Barsonella lafoni de Chambrier et al., 2009
(Proteocephalidea), Clestobothrium crassiceps (Rudolphi, 1819) (Bothriocephalidea),
Echinobothrium euterpes (Neifar et al., 2001) (Diphyllidea) and Molluscotaenia
crassiscolex (von Linstow, 1890) (Cyclophyllidea). The obtained results on
spermiogenesis and the spermatozoon are compared with the available data on the
remaining eucestodes, particularly with the orders discussed in the present study.
Moreover, the usefulness of different spermatological characters for Taxonomy,

Systematics and Phylogeny is discussed.

The spermatological study of Clestobothrium crassiceps constitutes the first work on
this genus, being the eleventh species studied within the recently created
Bothriocephalidea. Results are compared particularly with the remaining representatives
of the order, but also with the Diphyllobothriidea, the other order erected from the
former Pseudophyllidea. Concerning spermiogenesis, the most interesting features of C.
crassiceps are the type Il pattern of spermiogenesis and the reduced intercentriolar body.
Remarkably, the type Il spermatozoon presents a ring of cortical microtubules, which
probably constitutes an autapomorphy for the Bothriocephalidea.

The ultrastructural study of Echinobothrium euterpes shows the formation of two
unequal flagella. In advanced stages of spermiogenesis, after the proximodistal fusion,
the shortest axoneme disappears and a spermatozoon of only one axoneme is formed.
Spermiogenesis corresponds to type | and the spermatozoon corresponds to type IV.
Other interesting characters of Diphyllidea are the strong reduction or absence of
cortical microtubules and the presence of dense masses associated to the centrioles in
the zone of differentiation. The latter character could be a synapomorphy for the species
of this order.
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Aporhynchus menezesi follows a type | spermiogenesis and exhibits a type |
spermatozoon. The study produced the first data on the superfamily Gymnorhynchoidea.
The absence of crested bodies and the presence of an arc-like row of cortical

microtubules in the mature spermatozoon are confirmed in the Trypanorhyncha.

The study of Acanthobothrium crassicolle is the third on this genus and confirms the
type | spermiogenesis and the type Il spermatozoon. This type of spermatozoon is
confirmed as the most important difference between onchobothriids and phyllobothriids.
The presence of an arc-like row of cortical microtubules is also confirmed. Contrarily,
heterogeneity in intercentriolar bodies was observed in the Tetraphyllidea-
Onchobothriidae.

Barsonella lafoni is the seventh species of the order in which the sperm ultrastructure
has been studied. It shows the pattern | both for spermiogenesis and the spermatozoon.
These results are congruent with the remaining analysed species, except for Sandonella
sandoni. A reduced intercentriolar body and an arc-like row of cortical microtubules are
generally present in all the studied proteocephalideans. A particularity of B. lafoni is the
description for the first time of an electron-dense material in the differentiation zone
during the initial stages of spermiogenesis. To date, this character had been considered

typical of basal orders of Eucestoda.

Finally, Molluscotaenia crassiscolex follows a type IV spermiogenesis and its
spermatozoon is ultrastructurally arranged as a type VI. These two patterns are
coincident with the available studies on dilepidids. The most interesting feature present
in the spermatozoon is the particular morphology of the single crested body, partially

detached in the central areas. Results are compared with the Dilepididae s.1.

KEY WORDS: Ultrastructure, Spermiogenesis, Spermatozoon, Taxonomy,
Systematics, Phylogeny, Platyhelminthes, Eucestoda, Bothriocephalidea,
Cyclophyllidea, Diphyllidea, Proteocephalidea, Tetraphyllidea, Trypanorhyncha,
Acanthobothrium crassicolle, Aporhynchus menezesi, Barsonella lafoni, Clestobothrium

crassiceps, Echinobothrium euterpes, Molluscotaenia crassiscolex.
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Resumen

ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL DE LA ESPERMIOGENESIS
Y DEL ESPERMATOZOIDE EN LOS CESTODOS.
APORTACIONES EN TAXONOMIA Y FILOGENIA

Palabras clave: ultraestructura, espermiogénesis, espermatozoide, Taxonomia,
Sistematica, Filogenia, Platelmintos, Eucestoda, Bothriocephalidea, Cyclophyllidea,
Diphyllidea, Proteocephalidea, Tetraphyllidea, Trypanorhyncha, Acanthobothrium
crassicolle, Aporhynchus menezesi, Barsonella lafoni, Clestobothrium crassiceps,

Echinobothrium euterpes, Molluscotaenia crassiscolex

RESUMEN

Introduccion

El estudio ultraestructural de la espermiogénesis y del espermatozoide en los
platelmintos en general y en los cestodos en particular ha aportado desde su inicio
unos resultados de gran utilidad en la interpretacion de las relaciones filogenéticas en
estos grupos (Euzet et al., 1981; Ehlers, 1984; Swiderski, 1986a; Justine, 1991a, 1995,
199843, 2001; B4 & Marchand, 1995; Levron et al., 2010).

Prueba de ello, en los ultimos afios se ha promulgado, dentro de la comunidad
cientifica, la necesidad de integrar la morfologia clasica con los estudios moleculares y
los ultraestructurales, no sdélo los espermatolédgicos, para llegar a una mejor
comprensién de las relaciones filogenéticas en los platelmintos. Asi, estudios como los
de Hoberg et al. (1997, 2001) o Olson et al. (2001) son pioneros en esta materia.

En los cestodos existen cuatro patrones espermiogenéticos distintos, descritos
por Ba & Marchand (1995) en funcion del niumero de flagelos-axonemas formados
(uno o dos), de la presencia o ausencia de rotacién flagelar y de la presencia o ausencia
de fusion proximo-distal.

En cuanto al espermatozoide, existen siete tipos distintos segln el reciente
escrito de Levron et al. (2010). Dichos tipos han sido postulados en base al nimero de

axonemas (uno o dos), al patrén paralelo o espiralado de los microtubulos corticales y

13
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del nucleo, y a la presencia o ausencia de cuerpos en cresta helicoidales, de vaina
periaxonemal y de paredes intracitoplasmaticas.

En el ambito de la presente tesis doctoral, cabe apuntar que el estado actual de
conocimiento respecto a la ultraestructura de la espermiogénesis y/o del
espermatozoide en los cestodos se refiere a mas de 100 especies y, aunque es
relativamente amplio en ciertos érdenes y familias, en otros la escasez de datos es
evidente. Asi, el orden mas estudiado es el Cyclophyllidea, con mas de 50 especies
pertenecientes a 12 familias. Por contra, en el resto de 6rdenes los datos son escasos y

en algunos casos plantean interrogantes que futuros estudios deberian resolver.

Objetivos del estudio

En el presente estudio se estudian seis especies de cestodos de seis drdenes
distintos. Se trata de Acanthobothrium crassicolle Wedl, 1855 (Tetraphyllidea),
Aporhynchus menezesi Noever et al.,, 2010 (Trypanorhyncha), Barsonella lafoni de
Chambrier et al., 2009 (Proteocephalidea), Clestobothrium crassiceps (Rudolphi, 1819)
(Bothriocephalidea), Echinobothrium euterpes (Neifar et al., 2001) (Diphyllidea) y
Molluscotaenia crassiscolex (von Linstow, 1890) (Cyclophyllidea).

El estudio de Echinobothrium euterpes, permitira establecer el patron general
de formacién del espermatozoide en el orden Diphyllidea. Los datos existentes en este
orden son confusos, particularmente en lo referente al nimero de axonemas
presentes en el espermatozoide. Ademas, el estudio de esta especie, descrita
inicialmente como Macrobothridium euterpes por Neifar et al. (2001) y transferida
posteriormente al género Echinobothrium por Tyler (2006), puede aportar datos
ultraestructurales complementarios para valorar esta ubicacion sistematica.

Acanthobothrium crassicolle, un Tetraphyllidea-Onchobothriidae, es la quinta
especie de la familia y la tercera del género en ser estudiada. Ello deberia permitir
confirmar el modelo espermiogenético y la organizacién ultraestructural del
espermatozoide de los Tetraphyllidea-Onchobothriidae y compararlos con los
observados en los Tetraphyllidea-Phyllobothriidae.

El estudio del Trypanorhyncha es muy interesante, ya que Aporhynchus
menezesi pertenece a la superfamilia Gymnorhynchoidea. Diversos autores han

propugnado la parafilia del orden Trypanorhyncha basandose en criterios morfolégicos
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y moleculares (Olson et al., 2001; Palm, 2004; Palm et al., 2009). No obstante, sélo
existen estudios ultraestructurales completos de especies incluidas en uno de los
clados, el formado por los Tentacularioidea y los Eutetrarhynchoidea. Nuestro estudio
con A. menezesi sera el primero efectuado con una especie del otro clado, el formado
por los Gymnorhynchoidea, los Lacistorhynchoidea y los Otobothrioidea.

La importancia del estudio del Bothriocephalidea Clestobothrium crassiceps
radica en el hecho que recientemente los “Pseudophyllidea” se han escindido en dos
nuevos drdenes, los Bothriocephalidea y los Diphyllobothriidea, en base a resultados
moleculares (Kuchta et al, 2008a). Se trata del primer estudio espermatolégico
ultraestructural en este género y permitird, no sélo incrementar la base de datos
disponibles, sino también determinar el patréon general de los Bothriocephalidea,
remarcando las diferencias con los Diphyllobothriidea.

El analisis del Proteocephalidea Barsonella lafoni aportard nuevos datos
ultraestructurales en un género todavia no estudiado y permitira analizar el modelo
espermatoldgico propuesto para este orden y establecer particularidades a nivel
subordinal.

Finalmente, Molluscotaenia crassiscolex pertenece al orden de Eucestoda mas
estudiado, el Cyclophyllidea. Los estudios sobre la ultraestructura del espermatozoide
son numerosos, aungue existe una diversidad en los modelos espermiogenéticos y en
la organizacién ultraestructural del gameto masculino en este orden. Se trata de Ila
cuarta especie de la familia Dilepididae y primera del género en ser estudiada. Dicho
estudio permitird corroborar el esquema espermatolégico general de esta familia y

establecer las diferencias entre las familias integrantes de los Dilepididae sensu lato.

En este marco, los objetivos concretos planteados son los siguientes:

1. Incrementar el estado de conocimiento referente a la ultraestructura de la
espermiogénesis y del espermatozoide en los cestodos.

2. Estudiar diversas especies de cestodos pertenecientes a distintos érdenes con el fin
de corroborar los distintos patrones espermiogenéticos en los cestodos y resolver
ciertas dudas e incongruencias existentes en la actualidad referentes a la

ultraestructura de la espermiogénesis y del espermatozoide.

15



A.M. Marigo (2011)

3. Analizar el interés taxondmico vy filogenético de diversos caracteres
ultraestructurales de la espermiogénesis y del espermatozoide, en particular los

presentes en los grupos objeto de estudio.

Material y métodos

Se ha estudiado seis especies de cestodos pertenecientes a seis dérdenes
distintos. Se trata de:

- Acanthobothrium crassicolle Wed|, 1855 (Tetraphyllidea), extraido de la valvula
espiral de una raya pastinaca Dasyatis pastinaca (Linnaeus, 1758) (Rajiformes,
Dasyatidae) capturada en las costas de Sidi Mansour (Tunez).

- Aporhynchus menezesi Noever et al., 2010 (Trypanorhyncha), extraido a nivel
intestinal de un negrito Etmopterus spinax (Linnaeus, 1758) (Elasmobranchii,
Etmopteridae) capturado en las costas de la isla de Faial (Archipiélago de las Azores,
Portugal).

- Barsonella lafoni de Chambrier et al., 2009 (Proteocephalidea), extraido del intestino
de un pez gato africano Clarias gariepinus (Burchell, 1822) (Siluriformes, Clariidae)
capturado en el lago Tana (Bahir Dar, Etiopia).

- Clestobothrium crassiceps (Rudolphi, 1819) (Bothriocephalidea), extraido del
intestino de una merluza Merluccius merluccius (Linnaeus, 1758) (Gadiformes,
Merluciidae) capturada en las costas de Roses (Girona, Espafia).

- Echinobothrium euterpes (Neifar et al., 2001) (Diphyllidea), extraido de la valvula
espiral de un pez guitarra Rhinobatos rhinobatos (Linnaeus, 1758) (Rajiformes,
Rhinobatidae) capturado en las costas de Zarzis (Tunez).

- Molluscotaenia crassiscolex (von Linstow, 1890) (Cyclophyllidea), extraido del
intestino de una musarafia bicolor Sorex araneus Linnaeus, 1758 (Soricomorpha,
Soricidae) capturada en la Reserva Natural de Py (Pirineos franceses).

Los helmintos vivos aislados tras diseccién de los hospedadores han sido
procesados segun la metodologia pertinente para los estudios ultraestructurales
mediante microscopia electréonica de transmisién. Asi, en nuestro estudio se ha
utilizado como fijador el glutaraldehido al 2,5% en tampdn cacodilato sédico 0,1 M a
pH 7,4 (fijacion de un minimo de 2 h a 4°C). Tras diversos lavados (3 x 15 min) con el

tampodn, se realiza una segunda fijacion con tetréxido de osmio al 1% en el mismo
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tampon cacodilato sddico (1 h a 4°C). Tras los lavados posteriores (3 x 15 min) con el
mismo tampdn, se procede a la deshidratacion del material mediante pasos sucesivos
por soluciones de etanol de lipofilia creciente (15 min en etanol de 50°, de 70°, de 80°,
de 90°, de 96° y dos pases de 30 min en etanol absoluto) y, finalmente, 1 h en 6xido de
propileno. A continuacidn, se procede a la infiltracién de la muestra en resina,
utilizando en nuestro estudio la resina Spurr. Para ello, se somete la muestra a
concentraciones crecientes de mezclas “resina Spurr : éxido de propileno” (1:3, 1:1, 3:1)
y finalmente resina pura. Tras la polimerizacion de los bloques dentro de moldes de
caucho-silicona (48-72 h en estufa a 60°C), se confeccionan los cortes semifinos para la
localizacion de las zonas de interés para el estudio. Finalmente, se realizan los cortes
ultrafinos, que se depositan sobre rejillas de cobre de 200 mesh y se contrastan con
acetato de uranilo y citrato de plomo, segun el método de Reynolds (1963).

Se ha aplicado la técnica citoquimica de Thiéry (1967) para evidenciar la
presencia de glicégeno. En este caso, los cortes ultrafinos se depositan sobre rejillas de
oro que se someten al siguiente tratamiento: 30 min en acido peryddico al 10%, lavado
con agua destilada, 24 h en tiocarbohidrazida, lavados en soluciones de acético y agua
destilada, 30 min en proteinato de plata en oscuridad vy, finalmente, lavado con agua

destilada.

Resultados
Los resultados del presente estudio se plasman en seis publicaciones de las

cuales, a continuacidn, se expone un resumen con los aspectos mds interesantes.

Marigo A.M., Eira C.,, Ba C.T. & Miquel J. (2011). Caracteres espermatoldgicos de
Acanthobothrium crassicolle Wedl|, 1855 (Tetraphyllidea, Onchobothriidae), parasito
de Dasyatis pastinaca. Acta Parasitologica, 56(2): 191-201.
Palabras clave: Acanthobothrium crassicolle, Onchobothriidae, Tetraphyllidea,
Cestoda, ultraestructura, espermiogénesis, espermatozoide.

El orden Tetraphyllidea incluye especies que parasitan la valvula espiral de
elasmobranquios. Euzet (1994) reconoce ocho familias (Cathetocephalidae,
Litobothriidae, Disculicipitidae, Prosobothriidae, Dioecotaeniidae, Onchobothriidae,

Phyllobothriidae y Chimaerocestidae), todas ellas monogenéricas excepto las
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Onchobothriidae y Phyllobothriidae. Segun Caira et al. (1999), los Tetraphyllidea no
son un grupo monofilético y, por su parte, si bien la familia Onchobothriidae se
muestra como monofilética, los Phyllobothriidae parecen no serlo. Schmidt &
Beveridge (1990) erigieron la familia Cathetocephalidae a nivel de orden y Healy et al.
(2009) hicieron lo propio con la subfamilia Rhinebothriinae.

Los estudios ultrastructurales espermatolégicos previos en los Onchobothriidae
hacen referencia a cuatro especies: Acanthobothrium fillicole var. benedeni, A. fillicole
var. fillicole, Calliobothrium verticillatum y Onchobothrium uncinatum (Mokhtar-
Maamouri & Swiderski, 1975; Mokhtar-Maamouri, 1982 y Quilichini et al., 2007). En
cuanto a los Phyllobothriidae, hay estudios referentes a cuatro especies:
Phyllobothrium gracile, Phyllobothrium lactuca, Pseudoanthobothrium hanseni y
Trilocularia acanthiaevulgaris (Mokhtar-Maamouri, 1979; MacKinnon & Burt, 1984;
Mahendrasingam et al., 1989 y Sene et al., 1999).

El proceso de espermiogénesis en Acanthobothrium crassicolle se corresponde
al tipo | postulado por Ba & Marchand (1995). La zona de diferenciacién se caracteriza
por presentar dos centriolos asociados a raices estriadas y separados por un cuerpo
intercentriolar (formado por una sola banda densa a los electrones). Dicha zona esta
rodeada por microtubulos corticales y delimitada en su base por un anillo de
membranas arqueadas. Cada centriolo forma un flagelo que crece ortogonalmente a
una expansioén citoplasmatica mediana. Posteriormente, los flagelos sufren la rotacién
flagelar y finalmente se fusionan préximo-distalmente con la expansion mediana.
Antes de esta fusidon, los microtibulos se alargan hacia la expansion citoplasmatica
mediana y tras la fusidon préximo-distal, el nucleo se incorpora hacia la cola de la
espermatida. La espermiogénesis finaliza con el estrangulamiento del anillo de
membranas arqueadas y la liberacion del espermatozoide. Es importante destacar que,
en los estadios avanzados de espermiogénesis, después de la fusién proximo-distal y
durante la penetracidon nuclear, se aprecia todavia la presencia de raices estriadas
asociadas a los centriolos.

El espermatozoide de Acanthobothrium crassicolle corresponde al tipo Il segln
el esquema propuesto por Levron et al. (2010). En él, ultraestructuralmente, se puede

distinguir cuatro regiones:
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- la regién anterior contiene un cono apical rodeado por un Unico cuerpo en cresta
helicoidal, un axonema del patrén 9+‘1’ de los Trepaxonemata (Ehlers, 1984) y un arco
de microtubulos corticales gruesos paralelos al hipotético eje longitudinal del
espermatozoide.

- la segunda regidn presenta ya dos axonemas y unos microtubulos corticales de tipo
fino, inicialmente en arco (zona con un axonema) y posteriormente en dos campos
(zona con dos axonemas). En esta region aparece el glicégeno.

- la regidon nuclear se caracteriza por exhibir dos axonemas, dos campos de
microtubulos corticales, nucleo y granulos de glicégeno.

- la region posterior exhibe la desorganizacion del primer axonema, la desaparicion de
los microtubulos corticales y del glicégeno vy, finalmente, la desaparicion del segundo
axonema.

Nuestros resultados demuestran una coincidencia con el resto de especies
Onchobothriidae estudiadas en el tipo de espermiogénesis (I) y en el tipo de
espermatozoide (I1) (Mokhtar-Maamouri & Swiderski, 1975; Mokhtar-Maamouri, 1982
y Quilichini et al., 2007). Sin embargo, en A. crassicolle se ha descrito un cono apical
largo comparado con el descrito en Calliobothrium verticillatum (Quilichini et al., 2007).
La comparacién de los resultados con la otra familia importante del orden, los
Phyllobothriidae, sélo permite establecer diferencias claras a nivel del tipo de
espermatozoide (IV para esta otra familia). Las divergencias existentes en ciertos
aspectos entre los cuatro estudios de Phyllobothriidae (Mokhtar-Maamouri, 1979;
MacKinnon & Burt, 1984; Mahendrasingam et al., 1989; Séne et al., 1999), referentes
al patron espermiogenético, al tipo de espermatozoide y a la morfologia del extremo
posterior, podrian estar relacionadas con el posible caracter no monofilético de los
Phyllobothriidae.

Por otra parte, en lo que se refiere al arco de microtibulos corticales presente
en la parte anterior, el espermatozoide de las otras especies de Tetraphyllidea
estudiadas también presenta esta estructura. No obstante, desgraciadamente, la
calidad de las micrografias no permite valorar si son microtibulos finos o gruesos
(Mokhtar-Maamouri & Swiderski, 1975; Mokhtar-Maamouri, 1979, 1982; MacKinnon
& Burt, 1984; Mahendrasingam et al., 1989; Sene et al., 1999 y Quilichini et al., 2007).
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Marigo A.M., Caira J., Swiderski Z., B4 C.T. & Miquel J. (2011). Ultraestructura de la
espermiogénesis y del espermatozoide de Aporhynchus menezesi (Trypanorhyncha,
Aporhynchidae), parasito de Etmopterus spinax (Elasmobranchii, Etmopteridae). Folia
Parasitologica, 58(1): 69-78.

Palabras clave: Aporhynchus menezesi, Cestoda, Trypanorhyncha, Gymnorhynchoidea,
Aporhynchidae, ultraestructura, espermiogénesis, espermatozoide.

El orden de los Trypanorhyncha es uno de los érdenes de cestodos mas
frecuente en el estdmago e intestino de peces marinos, principalmente rayas y
tiburones. El tratado de Palm (2004) reconoce 254 especies vdlidas y en los uUltimos
afios este numero ha crecido hasta 279. Este autor considera cinco superfamilias:
Tentacularioidea, Gymnorhynchoidea, Lacistorhynchoidea, Otobothrioidea vy
Eutetrarhynchoidea. Tanto el propio estudio de Palm (2004) basado en datos
morfolégicos como el de Palm et al. (2009) con datos moleculares muestran al orden
Trypanorhyncha como polifilético. Un clado agruparia los Eutetrarhynchoidea y los
Tentacularioidea, y otro clado agruparia las superfamilias restantes
(Gymnorhynchoidea, Lacistorhynchoidea y Otobothrioidea). Teniendo en cuenta que
los estudios previos referentes al espermatozoide sélo son completos en el caso de
especies de la superfamilia Eutetrarhynchoidea (Dollfusiella spinulifera vy
Parachristianella trygonis -véase Miquel & Swiderski, 2006a; Miquel et al., 2007a), el
presente estudio con Aporhynchus menezesi (un Gymnorhynchoidea) adquiere gran
interés.

La espermiogénesis en Aporhynchus menezesi se corresponde al tipo | de Ba &
Marchand (1995), caracterizada por la formacién de dos flagelos a partir de los
centriolos de la zona de diferenciacién, la posterior rotacién flagelar y, finalmente, la
fusion proximo-distal. Los centriolos estan asociados a las respectivas raices estriadas y
poseen un cuerpo intercentriolar formado por cinco bandas densas a los electrones.

El espermatozoide se corresponde con el tipo | postulado por Levron et al.
(2010). Es una célula filiforme que carece de mitocondria y organizada en cuatro
regiones:

- la regién anterior presenta un Unico axonema del tipo 9+1’ propio de los
Trepaxonemata (Ehlers, 1984) y un arco de siete microtubulos corticales paralelos de

tipo grueso. Carece de cono apical y de cuerpo en cresta.
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- la segunda region se caracteriza por la aparicion del segundo axonema, los dos
campos de microtubulos corticales finos y rosetas de a-glicégeno.

- la region lll es la regidn nuclear y en ella desaparecen los microtubulos corticales y el
glicdgeno, y se desorganiza uno de los axonemas.

- la regidén posterior presenta sélo uno de los axonemas rodeado por la membrana
citoplasmatica.

La comparacion de estos resultados con las otras especies estudiadas permite
ver que el cuerpo intercentriolar presenta cinco bandas, al igual que en
Lacistorhynchus tenuis (Swiderski, 1994). Por el contrario, Grillotia erinaceus presenta
un cuerpo intercentriolar con siete bandas (McKerr, 1985). El resto de aspectos ligados
a la espermiogénesis son similares, aunque cabe decir que la espermiogénesis de
Dollfusiella spinulifera y Parachristianella trygonis no ha sido estudiada (Miquel &
Swiderski, 2006a; Miquel et al, 2007a). En cuanto al espermatozoide, Dollfusiella
spinulifera, Parachristianella trygonis (Eutetrarhynchoidea) y Aporhynchus menezesi
(Gymnorhynchoidea) presentan el patron | de Levron et al. (2010), extremidad anterior
con microtubulos corticales, arco de microtibulos corticales, puntos de fusién y
extremidad posterior con sélo el axonema. Estas especies carecen de cono apical y de
cuerpo en cresta helicoidal. La Unica diferencia evidente es el nUmero de microtubulos
gruesos que forman el arco: 10 en las dos especies de Eutetrarhynchoidea y siete en
Aporhynchus menezesi.

Teniendo en cuenta la escasez de datos y la falta de estudios de
espermiogénesis en los Eutetrarhynchoidea, no parece claro especular al respecto del
caracter polifilético del orden, en base a los estudios ultraestructurales del

espermatozoide.
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Marigo A.M., Levron C., Ba C.T. & Miquel J. (2011). Estudio ultraestructural de la
espermiogénesis y del espermatozoide de Barsonella lafoni de Chambrier et al., 2009
(Proteocephalidea), pardsito de Clarias gariepinus (Siluriformes, Clariidae).
Zoologischer Anzeiger (en prensa).

Palabras clave: Barsonella lafoni, Cestoda, Proteocephalidea, Proteocephalidae,
Proteocephalinae, ultraestructura, espermiogénesis, espermatozoide.

El orden de los Proteocephalidea esta reconocido como un grupo de cestodos
muy interesante desde un punto de vista evolutivo, ya que se considera el mas
proximo a los Cyclophyllidea (Rego, 1994, 1995). Actualmente estan reconocidas como
validas dos familias: los Proteocephalidae con seis subfamilias (Gangesiinae,
Sandonellinae, Corallobothriinae, Acanthotaeniinae, Proteocephalinae y
Marsypocephalinae) y los Monticelliidae también con seis subfamilias (Monticelliinae,
Zygobothriinae, Nupeliinae, Ephedrocephalinae, Peltidocotylinae y Rudolphiellinae).

El género Barsonella y la especie Barsonella lafoni han sido recientemente
descritos por de Chambrier et al. (2009) y estan incluidos en la familia
Proteocephalidae y en la subfamilia Proteocephalinae. Es un género ampliamente
distribuido por Africa parasitando peces gato del género Clarias.

Actualmente, existen estudios ultraestructurales espermatolégicos en seis
especies del orden Proteocephalidea (cinco Proteocephalidae y un Monticelliidae),
pertenecientes a cinco subfamilias (Corallobothriinae, Gangesiinae, Proteocephalinae,
Sandonellinae y Zygobothriinae) (véase Swiderski & Eklu-Natey, 1978; Swiderski, 1985,
1996; Ba & Marchand, 1994a; Séene et al., 1997; Brunanska et al., 2003a,b,c, 20044a,b,c,
2005). Nuestro estudio aporta nuevos datos referentes a un género y a una especie
todavia no estudiados.

La espermiogénesis de Barsonella lafoni se corresponde al patrén | postulado
por Ba & Marchand (1995). La zona de diferenciacion presenta dos centriolos
asociados a raices estriadas y separados por un cuerpo intercentriolar, constituido por
una sola banda densa a los electrones. Se ha observado en algunos casos la presencia
de dos raices estriadas asociadas a un mismo centriolo. Otra caracteristica interesante
es la presencia de un material denso a los electrones en la zona distal de la zona de
diferenciacién durante las fases iniciales de la espermiogénesis. Cada centriolo origina

un flagelo que crece ortogonalmente a una expansidn citoplasmatica mediana. Cabe
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decir que el crecimiento de los flagelos es asincrénico, al igual que la posterior rotacién
flagelar. Tras la fusion proximo-distal de los flagelos con la expansion citoplasmatica
mediana, se produce la migracién nuclear. Durante esta fase todavia persisten las
raices estriadas en el cuerpo de la espermadtida. Al final de la espermiogénesis, el
estrangulamiento del anillo de membranas arqueadas libera el espermatozoide recién
formado del citoplasma residual.

El espermatozoide de Barsonella lafoni presenta las caracteristicas
ultraestructurales propias del tipo Il de Levron et al. (2010). En él se pueden distinguir
cuatro regiones distintas:

- la region | se caracteriza por la presencia de un cono apical, el primer axonema del
patrén 9+1’ tipico de los Trepaxonemata (Ehlers, 1984), un arco de microtibulos
corticales de tipo grueso y paralelos al hipotético eje longitudinal del espermatozoide,
y un cuerpo en cresta helicoidal de un espesor maximo de 90 nm.

- la regién |l se caracteriza por la aparicion del segundo axonema, por la
transformacién de los microtubulos corticales gruesos en dos campos de microtibulos
corticales finos y por la aparicién de granulos de glicégeno.

- la region lll es la regidén nuclear. En esta region se produce la desorganizacién del
primer axonema.

- la regidn IV se caracteriza por exhibir la desorganizacion del segundo axonema. El
extremo posterior del espermatozoide presenta escasos granulos de glicdgeno y
microtubulos corticales.

La comparacion de nuestros resultados con los existentes en el orden
Proteocephalidea permite comprobar la constancia en el patrén espermiogenético Il
para todas las especies estudiadas (Swiderski, 1985; Séne et al., 1997; Brufianska et al.,
2003b, 2004c, 2005). En cuanto al espermatozoide, todas las especies, excepto el
Sandonellinae Sandonella sandoni, presentan un tipo de espermatozoide Il (Swiderski
& Eklu-Natey, 1978; Swiderski, 1996; BaA & Marchand, 1994a; Séne et al, 1997;
Brunianskd et al., 2003a,c, 2004a,b). Cabe decir que S. sandoni, con tipo IV de
espermatozoide, carece de estudio espermiogenético. Seria muy interesante
comprobar si la espermiogénesis de esta especie también difiere de la de las otras
especies, tal y como sucede con el espermatozoide. Finalmente, cabe destacar la

deteccidén, por primera vez en los Proteocephalidea, de un material denso a los
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electrones en las fases iniciales de la espermiogénesis y la constancia en el caracter
“arco de microtubulos corticales” en el espermatozoide de todas las especies. El
primero de estos caracteres, hasta la fecha sdlo se habia detectado en los
Caryophyllidea, Spathebothriidea, Diphyllobothriidea y Bothriocephalidea, siendo
postulado como caracteristico de grupos basales de cestodos por Brunanskda &

Poddubnaya (2010).

Marigo A.M., Delgado E., Torres J., Ba C.T. & Miquel J. (2011). Ultraestructura de la
espermiogénesis y del espermatozoide de Clestobothrium crassiceps (Rudolphi, 1819)
(Bothriocephalidea), pardsito de Merluccius merluccius (Gadiformes, Merlucciidae).
Parasitology Research, 109 (en prensa).

Palabras clave: Clestobothrium  crassiceps,  Cestoda, Bothriocephalidea,
ultraestructura, espermiogénesis, espermatozoide.

El género Clestobothrium se engloba dentro del recientemente creado orden
Bothriocephalidea (Kuchta et al., 2008a). Dicho orden fue erigido por estos autores a
partir de la familia Bothriocephalidae del antiguo orden “Pseudophyllidea”. Los
Bothriocephalidea incluyen parasitos intestinales de teledsteos y las especies estan
repartidas en 46 géneros y cuatro familias (Bothriocephalidae, Echinophallidae,
Philobythiidae y Triaenophoridae). El género Clestobothrium pertenece a la primera de
estas familias junto con otros 13 géneros validos (Kuchta et al., 2008a,b). Actualmente,
el género incluye las tres especies consideradas como vélidas por Kuchta et al. (2008b)
y otras dos especies, recientemente descritas por Gil de Pertierra et al. (2011).

Existen 13 especies del orden “Pseudophyllidea” con estudios
ultraestructurales de la espermiogénesis y/o del espermatozoide: diez
Bothriocephalidea y tres Diphyllobothriidea (véase Swiderski & Mokhtar-Maamouri,
1980; Justine, 1986; Brunianska et al., 2001, 2002, 2010; Levron et al., 2005, 20064a,b,c,
2009, 2011; B4 et al., 2007; Sipkové et al., 2010, 2011).

La espermiogénesis en Clestobothrium crassiceps corresponde al patrén | de Ba
& Marchand (1995). Empieza con la formacién de una zona de diferenciaciéon con dos
centriolos asociados a raices estriadas y con un cuerpo intercentriolar, formado por
tres bandas, entre ellos. Esta zona de diferenciacién, cénica, esta rodeada por

microtubulos corticales y delimitada en su base por un anillo de membranas arqueadas.
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Otra caracteristica interesante es la presencia de un material denso a los electrones.
Cada centriolo desarrolla un flagelo de crecimiento asincrénico. Dichos flagelos, tras
una rotaciéon flagelar también asincrénica, fusionan préximo-distalmente con una
expansion citoplasmatica mediana. Cabe comentar que tras esta fusidn, todavia se
observan las raices estriadas. En la fase final de la espermiogénesis se observa la
formacidn del futuro cono apical y del cuerpo en cresta en la base de la espermatida.

El espermatozoide es del tipo Il segun la clasificacidon de Levron et al. (2010) y
se pueden distinguir cuatro regiones morfolégicamente distintas:

- la regién | es el extremo anterior y se caracteriza por la presencia de un Unico
axonema del tipo 9+‘1’ propio de los platelmintos Trepaxonemata (Ehlers, 1984), por
el cono apical, por el cuerpo en cresta helicoidal (muy corto y de 160 nm de espesor) y
por el anillo de microtubulos corticales paralelos de tipo grueso.

- laregion |l posee los dos axonemas y en ella los microtubulos se transforman en finos.
Asimismo, al final de esta regidn aparece el glicégeno.

- la regidn Il es la parte anterior de la regién nuclear. Ademas del nucleo, exhibe los
caracteres de la region anterior. Al final de esta regién se desorganiza uno de los dos
axonemas.

- la regidn IV es la parte posterior de la regién nuclear. En ella progresivamente
desaparecen los microtubulos corticales, los granulos de glicégeno vy, finalmente, el
nucleo.

La comparacién de nuestros resultados con los existentes muestra bastantes
similitudes. A nivel de espermiogénesis, todos los Bothriocephalidea estudiados
presentan el patréon | de Ba & Marchand (1995). Excepto Eubothrium crassum
(Brunanska et al., 2001), que presenta una banda, el resto de especies del orden
presentan tres, como C. crassiceps (Levron et al., 2005, 2006b; Sipkova et al., 2010,
2011; presente estudio). En cuanto al espermatozoide, todas las especies del orden
presentan el patron Il de espermatozoide de Levron et al. (2010), con cuerpo en cresta
y con anillo de microtubulos corticales. De hecho, este ultimo caracter podria ser una
autapomorfia para los Bothriocephalidea.

Las diferencias con el otro orden, los Diphyllobothriidae, mencion aparte de
Duthiersia fimbriata (Justine, 1986), radican en el tipo de espermatozoide, | de Levron

et al. (2010) y en la ausencia del anillo de microtubulos corticales gruesos (Levron et al.,
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20064, 2009, 2011).

Marigo A.M.,, Eira C., Ba C.T. & Miquel J. (2011). Ultraestructura de la espermiogénesis
y del espermatozoide de Echinobothrium euterpes (Neifar, Tyler and Euzet 2001) Tyler
2006 (Diphyllidea), parasito de Rhinobatos rhinobatos. Parasitology Research, 109 (en
prensa).

Palabras clave: Echinobothrium euterpes, Cestoda, Diphyllidea, ultraestructura,
espermiogénesis, espermatozoide.

El orden Diphyllidea ha estado sumido en la controversia durante muchos afos,
aungue los estudios de Caira et al. (1999, 2001) y de Ivanov & Hoberg (1999) refuerzan
el mantenimiento de este orden al demostrar su monofilia. Segun Khalil et al. (1994),
el orden incluye tres familias: Echinobothriidae, Ditrachybothridiidae vy
Macrobothridiidae. No obstante, en la reciente monografia de Tyler (2006), el orden
Diphyllidea incluye dos géneros y 36 especies validas clasificadas en dos familias
(Echinobothriidae y Ditrachybothridiidae). Posteriormente, la descripcion de seis
especies adicionales implica que actualmente el nimero de especies sea de 42 (lvanov
& Lipshitz, 2006; Li & Wang, 2007; Twohig et al., 2008; Kuchta & Caira, 2010).

En la actualidad, existen estudios ultraestructurales de la espermiogénesis y del
espermatozoide en cuatro especies del género Echinobothrium (E. affine, E.
brachysoma, E. harfordi y E. typus —véase Mokhtar-Maamouri & Azzouz-Draoui, 1984;
Azzouz-Draoui, 1985; Azzouz-Draoui & Mokhtar-Maamouri, 1986/88), aunque los
resultados son incompletos y confusos. Es por ello que el objetivo principal del estudio
de Echinobothrium euterpes es el de clarificar el esquema espermatolégico general en
este orden, en particular en lo referente al nimero de axonemas presentes en el
espermatozoide.

La espermiogénesis en Echinobothrium euterpes es del tipo | de B4 & Marchand
(1995). Los aspectos mas caracteristicos radican en la presencia de unas masas densas
asociadas a los centriolos y en la formacién de dos flagelos, de los que uno de ellos es
muy corto (1 um). Esta masa densa tiene una forma cdnica, carece de estriacion visible
y es asimilable a las raices estriadas tipicas. Ambos flagelos sufren rotaciéon flagelar vy,
posteriormente, fusidn préoximo-distal. El axonema corto se incorpora a la expansion

citoplasmatica mediana, se desplaza hacia zonas distales de la espermatida, pero no
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crece. El cuerpo intercentriolar presenta tres bandas densas a los electrones. Otro
aspecto interesante es que los microtubulos corticales son escasos y restringidos a
zonas proximales de la espermatida. En fases finales de la espermiogénesis se observa
la formacidn del futuro cono apical y de un cuerpo en cresta.

El espermatozoide, de tipo IV segun la clasificacién de Levron et al. (2010),
presenta cuatro regiones diferenciadas ultraestructuralmente:
- la regién anterior ostenta un cono apical largo, un cuerpo en cresta, el axonema del
patron 9+‘1’ tipico de los Trepaxonemata (Ehlers, 1984) y un escaso numero de
microtubulos corticales paralelos restringidos a las dreas mas anteriores de esta region.
- la segunda region presenta sélo el axonema y en ella aparece el glicdgeno que rodea
totalmente al axonema.
- la region nuclear presenta un axonema rodeado por un nucleo espiralado y con
granulos de glicégeno.
- la region posterior presenta solo el axonema y granulos de glicégeno.

En tres de las cuatro especies estudiadas (Echinobothrium affine, E. brachysoma
y E. typus —véase Mokhtar-Maamouri & Azzouz-Draoui, 1984; Azzouz-Draoui, 1985;
Azzouz-Draoui & Mokhtar-Maamouri, 1986/88), al igual que en Echinobothrium
euterpes se observa la formacion de dos flagelos (tipo | de espermiogénesis). Por el
contrario, en Echinobothrium harfordi (Mokhtar-Maamouri & Azzouz-Draoui, 1984;
Azzouz-Draoui, 1985; Azzouz-Draoui & Mokhtar-Maamouri, 1986/88) el tipo de
espermiogénesis descrita es el Il. En cuanto a las observaciones referentes al
espermatozoide, todavia hay mas disparidad, con tres tipos en las cuatro especies
(tipos I, Il y IV). Nuestro estudio, mucho mas detallado y completo, muestra un patrén
espermiogenético con formacion de dos flagelos (uno muy corto) que posiblemente
después de incorporarse como axonema, degenera y asi, en el espermatozoide se
observa un Unico axonema (tipo IV). El patréon espiralado del nucleo en el
espermatozoide apoyaria esta hipdtesis. Ademas, cabe afiadir que el presente estudio
supone la descripcién de un cono apical por primera vez en un Diphyllidea. Cabe
apuntar, finalmente, que todas las especies, o bien presentan un escaso nimero de

microtubulos corticales, o bien carecen de ellos.
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Marigo A.M., Ba C.T. & Miquel J. (2011). Ultraestructura de la espermiogénesis y del
espermatozoide de Molluscotaenia crassiscolex (von Linstow, 1890) (Cyclophyllidea,
Dilepididae), parasito intestinal de Sorex araneus. Acta Zoologica (Stockholm), 92(2):
116-125.
Palabras clave: Molluscotaenia crassiscolex, Cestoda, Cyclophyllidea, Dilepididae,
ultraestructura, espermiogénesis, espermatozoide.

La familia Dilepididae incluye mas de 100 géneros con especies parasitas de
aves y mamiferos. La Taxonomia de los Dilepididae sensu lato ha sido controvertida a
lo largo del tiempo. Actualmente, se consideran las familias Dipylidiidae,
Metadilepididae y Paruterinidae que formaban parte de los Dilepididae (Schmidt,
1986). Por otra parte, los Gryporhynchidae eran considerados una subfamilia de los
Dilepididae por diversos autores (Bona, 1994; Mariaux, 1998; Hoberg et al., 1999).

Actualmente, existen estudios ultraestructurales del espermatozoide en
diversas especies de estos grupos: Angularella beema, Dilepis undula, Kowalewskiella
glareola y Molluscotaenia crassiscolex (Dilepididae), Dipylidium caninum, Joyeuxiella
echinorhynchoides 'y Joyeuxiella pasqualei (Dipylidiidae), Valipora mutabilis
(Gryporhynchidae), Skrjabinoporus merops (Metadilepididae), Anonchotaenia globata
y Triaenorhina rectangula (Paruterinidae) (Swiderski & Tkach, 1996a; Miquel &
Marchand, 1997; Miquel et al., 1998a, 2005a; Swiderski et al., 2000, 2002; Ndiaye et
al., 2003a; Yoneva et al., 2006a,b, 2008, 2009, 2010). Cabe remarcar que el estudio
existente sobre Molluscotaenia crassiscolex (Swiderski & Tkach, 1996a) consiste en un
resumen de un congreso y sélo del espermatozoide, por lo que la presente Memoria
aporta resultados completos de dicha especie.

La espermiogénesis en Molluscotaenia crassiscolex es del tipo IV postulado por
Bd & Marchand (1995). La zona de diferenciacion contiene dos centriolos que carecen
de raices estriadas y de cuerpo intercentriolar. Uno de los dos centriolos desarrolla un
axonema que crece directamente en una expansion citoplasmatica. Es por ello que en
este tipo no se da ni rotacién flagelar ni fusién préximo-distal. El ndcleo y los
microtubulos corticales migran a lo largo de la espermatida y, finalmente, aparece el
futuro cono apical y un cuerpo en cresta en la base de la espermatida. La constriccidon

del anillo de membranas arqueadas libera el espermatozoide.
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El espermatozoide es del tipo VI segun la clasificaciéon propuesta por Levron et
al. (2010) y, en el mismo, se pueden distinguir cuatro regiones:

- la regién | se caracteriza por la presencia de un cono apical, el inicio del Unico
axonema del tipo 9+1’ de los platelmintos Trepaxonemata (Ehlers, 1984), un campo
de microtubulos corticales espiralados (45°) que rodea al axonema y un cuerpo en
cresta helicoidal. El cuerpo en cresta presenta una morfologia muy caracteristica; en su
area intermedia estd parcialmente libre, llegando a un espesor maximo de 330 nm.

- en la regidn |l desaparece el cuerpo en cresta. En esta zona se observan granulos
densos (de naturaleza no glicogénica) y una vaina periaxonemal.

- la regidn Il es la region nuclear, con el nucleo espiralado alrededor del axonema y
con una forma de herradura en secciones transversales. Al final de esta region
desaparecen los microtubulos corticales.

- la region IV contiene sélo el axonema rodeado por la membrana citoplasmatica.

El presente estudio permite corroborar, atendiendo a caracteres
espermatoldgicos ultraestructurales, las diferencias existentes entre los
representantes de todas estas familias integrantes en los Dilepididae sensu lato, a
excepcion de los Gryporhynchidae. Los Dilepididae sensu stricto presentan una
espermiogénesis de tipo IV y un espermatozoide de tipo VI (Swiderski & Tkach, 1996a;
Swiderski et al., 2000, 2002; Yoneva et al., 2006a). Los Dipylidiidae ostentan los tipos IlI
de espermiogénesis y VI de espermatozoide (Miquel & Marchand, 1997; Miquel et al.,
1998a, 2005a; Ndiaye et al., 2003a). Los Gryporhynchidae presentan los patrones IV y
VI, respectivamente (Yoneva et al., 2008). Los Metadilepididae ostentan los tipos Il y
VII, respectivamente (Yoneva et al., 2006b). Finalmente, los Paruterinidae exhiben los
patrones lll y VI, respectivamente (Yoneva et al., 2009, 2010).

Asi, se puede concluir que, en lo que se refiere a la espermiogénesis, Los
Dipylidiidae, los Metadilepididae y los Paruterinidae presentan el mismo patrdn,
mientras que los Dilepididae y los Gryporhynchidae presentan otro. En cuanto al
espermatozoide, los Metadilepididae y Paruterinidae se distinguen de los demas

grupos.
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Discusion

El analisis de la espermiogénesis y del espermatozoide de seis cestodos
pertenecientes a seis oOrdenes (Bothriocephalidea, Cyclophyllidea, Diphyllidea,
Proteocephalidea, Tetraphyllidea y Trypanorhyncha) nos ha permitido describir,
generalizar, completar y redefinir los patrones espermatdlogicos propuestos para

estos grupos.

Espermiogénesis

En los Eucestoda, el proceso de espermiogénesis es muy variable segin los
ordenes y segun las especies. Asi, para clasificarlos B4 & Marchand (1995)
establecieron cuatro tipos (I-IV) de espermiogénesis basandose en el numero de
flagelos en la zona de diferenciacién, en la existencia o no de rotacién flagelar y de
fusién préximo-distal y en la presencia o no de raices estriadas y de cuerpo
intercentriolar.

Los tipos | y Il se caracterizan por poseer dos raices estriadas y un cuerpo
intercentriolar en la zona de diferenciacién, mientras que los tipos Il y IV carecen de
ellos. Ademas, en el tipo | se describe una rotacién de los dos flagelos y su fusion
préximo-distal con una expansién citoplasmatica mediana. El tipo | se ha descrito en
los Spathebothriidea, los Diphyllobothriidea, los Diphyllidea, los Bothriocephalidea, los
Trypanorhyncha, los Tetraphyllidea-Onchobothriidae, los Tetraphyllidea-
Phyllobothriidae y los Proteocephalidea. En el tipo Il sélo un flagelo participa al
proceso de espermiogénesis. El segundo no crece o no interviene en el proceso y
aborta durante la espermiogénesis. Se ha descrito en los Caryophyllidea, los
Diphyllidea, los Tetraphyllidea-Phyllobothriidae, los Tetrabothriidea y los
Cyclophyllidea-Mesocestoididae. Los tipos Il y IV son especificos de los Cyclophyllidea.
Ambos tipos carecen de rotacién flagelar. El tipo Ill se distingue por la formacién de un
flagelo que crece paralelo a una expansion citoplasmatica y por su fusidén posterior con
dicha expansién. Se ha descrito en los Anoplocephalidae, los Catenotaeniidae, los
Davaineidae, los Dipylidiidae, los Hymenolepididae, los Metadilepidae, los
Nematotaeniidae, los Paruterinidae y los Taeniidae. El tipo IV se caracteriza por el
crecimiento directo del axonema en la expansién citoplasmatica. Se ha encontrado en

los Anoplocephalidae, los Dilepididae y los Gryporhynchidae.
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Es importante apuntar que en los Cyclophyllidea-Mesocestoididae se ha descrito
el tipo Il de espermiogénesis (Miquel et al., 1999, 2007b).

Segun los érdenes y segln las especies, estos cuatro patrones pueden sufrir
algunas modificaciones. Algunos grupos que presentan el tipo | de espermiogénesis
presentan una zona de diferenciacion que exhibe una acumulacion caracteristica de
material denso a los electrones. Este material, descrito por primera vez por Brunanska
et al. (2001) en Eubothrium crassum, esta presente sélo durante las fases iniciales de
espermiogénesis. Se ha descrito en dos especies estudiadas en la presente memoria,
Clestobothrium crassiceps (Bothriocephalidea) y Barsonella lafoni (Proteocephalidea),
asi como en todos los Bothriocephalidea (Brunanska et al., 2001; Levron et al., 2005,
2006b,c; Sipkova et al., 2010, 2011), los Spathebothriidea (Brufianska et al., 2006;
Brunianskd & Poddubnaya, 2010) y los Diphyllobothriidea (Justine, 1986; Levron et al.,
20064, 2009, 2011).

En lo que se refiere a los Proteocephalidea, Barsonella lafoni constituye la
primera especie en la cual se ha encontrado este material denso. Este material ha sido
observado también en los Caryophyllidea, grupo que ostenta el tipo Il de
espermiogénesis (Brurianska & Poddubnaya, 2006; Miquel et al., 2008a; Brunanska,
2009; Brunanska & Kosti¢, 2011; Yoneva et al., 2011).

Un cardcter similar se ha encontrado en los Cyclophyllidea. En efecto, B4 &
Marchand (1995) describieron en el tipo IV de espermiogénesis un material denso
asociado a los centriolos, que llamaron adjunto centriolar. Esta estructura se ha
descrito en tres especies de Anoplocephalidae: Thysaniezia ovilla (Ba et al., 1991),
Gallegoides arfaai (Miquel et al., 2005b) y Mosgovoyia ctenoides (Eira et al., 2006). En
Molluscotaenia crassiscolex, asi como en otras especies que ostentan el tipo IV de
espermiogénesis, esta estructura no se ha encontrado.

En los Eucestoda, el nimero de bandas que constituyen el cuerpo intercentriolar
puede variar de uno a diez. Sin embargo, en la mayoria de las especies, este numero
oscila entre uno vy tres. Es importante destacar el caso de los Proteocephalidea y de los
Bothriocephalidea, cuyas especies tienen un nimero de bandas constante en el cuerpo
intercentriolar, una banda en los Proteocephalidea (Séne et al., 1997; Brunanska et al.,
2003b, 2004c, 2005; presente estudio) y tres bandas en los Bothriocephalidea (Levron
et al., 2005, 2006b,c; Sipkova et al., 2010, 2011; presente estudio). Por el contrario, en
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los Trypanorhyncha, el cuerpo intercentriolar esta formado por un numero relevante
de bandas (un minimo de cinco). Segun Justine (2001), la reduccién progresiva del
cuerpo intercentriolar es un signo de evolucién.

Las raices estriadas que, seglin Ba & Marchand (1995) estarian ausentes en los
Cyclophyllidea, fueron encontradas en los Mesocestoididae (Miquel et al., 1999, 2007b)
y también en dos especies de Dipylidiidae (Ndiaye et al., 2003a; Miquel et al., 2005a).
Otras estructuras, las raices estriadas vestigiales, de aspecto mas fino, fueron también
observadas en los Anoplocephalidae Anoplocephaloides dentata, Gallegoides arfaai,
Moniezia expansa y Mosgovoyia ctenoides (Miquel & Marchand, 1998a; Li et al., 2003;
Miquel et al., 2005b; Eira et al., 2006), en el Dipylidiidae Dipylidum caninum (Miquel et
al., 1998a, 2005a), en el Metadilepididae Skrjabinoporus merops (Yoneva et al., 2006b),
en los Paruterinidae Triaenorhina rectangula y Anonchotaenia globata (Yoneva et al.,
2009, 2010), y en el Taeniidae Taenia taeniaeformis (Miquel et al., 2009a). Por otra
parte, en los Diphyllidea estas raices estdn sustituidas por una estructura de forma
triangular, de aspecto granular y sin estriacidn visible (Mokhtar-Maamouri & Azzouz-
Draoui, 1984; Azzouz-Draoui, 1985; Azzouz-Draoui & Mokhtar-Maamouri, 1986/88). En
el presente estudio se han observado también en Echinobothrium euterpes. Este
caracter, sélo encontrado en los Diphyllidea, podria ser una autapomorfia para este
grupo.

Otra particularidad observada en los Diphyllidea es la escasez de microtubulos
corticales. En nuestro estudio, durante el proceso de espermiogénesis, en E. euterpes
se han observado muy pocos microtubulos corticales. Estos microtubulos estan
restringidos a la zona prdéxima a la zona de diferenciacién. Ello se da en casi todos los
Diphyllidea, salvo en Echinobothrium affine (Mokhtar-Maamouri & Azzouz-Draoui,
1984; Azzouz-Draoui, 1985; Azzouz-Draoui & Mokhtar-Maamouri, 1986/88).

Segun la descripcién original de Ba & Marchand (1995), en los tipos Il y IV de
espermiogénesis no existe rotacién flagelar. Sin embargo, en algunas especies que
presentan estos tipos se ha visto una ligera rotacion, inferior a 90°. Es el caso del
Catenotaeniidae Catenotaenia pusilla (Hidalgo et al., 2000), del Metadilepididae
Skrjabinoporus merops (Yoneva et al., 2006b), de los Paruterinidae Anonchotaenia
globata y Triaenorhina rectangula (Yoneva et al., 2009, 2010) y de los Taeniidae Taenia

parva y Taenia taeniaeformis (Ndiaye et al., 2003b; Miquel et al., 2009a). Ello supone
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rechazar la proposicion de Ba & Marchand (1995) y Justine (1998a, 2001), que
propusieron la ausencia de rotacién flagelar como sinapomorfia para los Cyclophyllidea.
En lo que se refiere a los Cyclophyllidea-Mesocestoididae, los caracteres descritos son
plesiomérficos (tipo Il de espermiogénesis) en comparacién con los datos obtenidos en
los otros Cyclophyllidea (Miquel et al., 1999, 2007b).

En dos otras especies como el Spathebothriidea Cyathocephalus truncatus y el
Caryophyllidea Wenyonia virilis, se ha descrito una rotacién flagellar superior a 90°

(Brunanska et al., 2006; Miquel et al., 2008a).

Espermatozoide

Los espermatozoides de los Eucestoda pueden clasificarse en siete tipos segun el
reciente escrito de Levron et al. (2010). Dichos tipos han sido planteados basdndose en
el nimero de axomemas (uno o dos), la disposicion de los microtibulos corticales y del
nucleo (paralela o espiralada) y la presencia o ausencia de cuerpo en cresta, de vaina
periaxonemal y de paredes intracitoplasmaticas.

Los tipos | y Il presentan dos axonemas. El tipo | se caracteriza por la presencia
de microtubulos corticales y de nucleo paralelos. Se encuentra en los Spathebothriidea,
los Diphyllobothriidea, los Haplobothriidea y los Trypanorhyncha. El tipo Il presenta,
ademas del nucleo y de los microtibulos paralelos, un cuerpo en cresta helicoidal en
su parte anterior. Se ha encontrado en los Bothriocephalidea, los Tetraphyllidea-
Onchobothriidae, los Proteocephalidea y en algunos Diphyllidea. Los tipos I, IV, V, VI y
VIl sélo ostentan un Unico axonema. El tipo Ill se ha descrito en los Caryophyllidea y se
caracteriza por tener el nucleo y los microtubulos corticales paralelos. El tipo IV posee,
ademas de los caracteres presentes en el Ill, un cuerpo en cresta helicoidal y se
observa en los Tetraphyllidea-Phyllobothriidae, los Mesocestoididae y, probablemente,
en los Lecanicephalidea. Los tipos V, VI y VIl sélo se han descrito en los Cyclophyllidea
(salvo en los Mesocestoididae). Estos tres ultimos tipos poseen tanto el nidcleo como
los microtubulos corticales espiralados y presentan un cuerpo en cresta en su
extremidad anterior. El tipo VI se caracteriza, ademas, por la presencia de la vaina
periaxonemal y el tipo VII por tener vaina periaxonemal y paredes intracitoplasmaticas.

Este ultimo tipo VII también ha sido descrito en los Tetrabothriidea.
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La variacién en el nimero de axonemas es un caracter clave en los Eucestoda.
Permite discernir los grupos basales (con dos axonemas) de los grupos mas
evolucionados (con un axonema). Actualmente, sélo existe problematica a nivel del
numero de axonemas en el espermatozoide para dos grupos: los Tetraphyllidea-
Phyllobothriidae y los Diphyllidea.

En los Tetraphyllidea, las dos familias estudiadas tienen un patrén
espermatolédgico distinto. En los Tetraphyllidea-Onchobothriidae el patrén de
espermatozoide es constante (tipo Il), mientras que en los Tetraphyllidea-
Phyllobothriidae existen dos tipos de espermatozoides, los que tienen dos axonemas
(Mahendrasingam et al., 1989) y los que tienen un solo axonema (Mokhtar-Maamouri,
1979; MacKinnon & Burt, 1984). Estos resultados apoyarian los estudios moleculares
gue estipulan que los Tetraphyllidea son un grupo parafilético (Caira et al., 1999).

Por el contrario, los Diphyllidea, segun los estudios filogenéticos (Caira et al.,
1999, 2001; Ivanov & Hoberg, 1999), serian un grupo monofilético. Sin embargo, en los
estudios ultraestructurales se han descrito tres tipos de espermatozoide (I, Il, 1V)
(Mokhtar-Maamouri & Azzouz-Draoui, 1984; Azzouz-Draoui, 1985; Azzouz-Draoui &
Mokhtar-Maamouri, 1986/88; presente estudio). En base a los resultados que hemos
obtenido con el estudio de Echinobothrium euterpes, proponemos el tipo IV de
espermatozoide para este grupo. En efecto, durante las etapas finales del proceso de
espermiogénesis, un axonema muy reducido degeneraria y sélo se encontraria un
Unico axonema en el espermatozoide maduro. Ello explicaria la carencia o la
inexistencia de cortes con dos axonemas en el estudio de Azzouz-Draoui (1985).

En la mayoria de los Eucestoda, la parte anterior del espermatozoide, ademas de
estar marcada por la presencia del centriolo, también presenta otras caracteristicas. En
primer lugar y como mas importante podemos remarcar la presencia del cuerpo en
cresta helicoidal. Esta estructura, descrita por primera vez por Mokhtar-Maamouri &
Swiderski (1975) en Acanthobothrium benedenii y Onchobothrium uncinatum, jugaria
un papel importante en la fecundacidén. La presencia de esta estructura se ha
postulado como una sinapomorfia para los Eucestoda (Ba & Marchand, 1995) o para
una parte de los Eucestoda (Justine, 1998a, 2001). Segun dichos autores, el cuerpo en
cresta estaria ausente en los grupos basales como los Caryophyllidea (Swiderski &

Mackiewicz, 2002; Arafa & Hamada, 2004; Brunanska & Poddubnaya, 2006; Miquel et
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al., 2008a; Brunanska, 2009; Brunanska & Kosti¢, 2011; Yoneva et al, 2011), los
Spathebothriidea (Brunianska et al., 2006; Brurfianskd & Poddubnaya, 2010), los
Haplobothriidea (MacKinnon & Burt, 1985), los Trypanorhyncha (Miquel & Swiderski,
2006a; Miquel et al., 2007a; presente estudio) y el nuevo orden Diphyllobothriidea
(Levron et al., 2006a, 2009, 2011).

En la mayoria de los cestodos sélo se describe un cuerpo en cresta. Sin embargo,
en muchos Cyclophyllidea (B4 & Marchand, 1993; Ba et al., 2000; Miquel et al.,
2007c...) y también en un Proteocephalidea (Séne et al., 1997) se ha observado mas de
un cuerpo en cresta.

Otra estructura que caracteriza la extremidad anterior del espermatozoide en los
Eucestoda es la presencia de un cono apical. Esta estructura, sélo encontrada en los
cestodos, no esta descrita en todos los grupos. De los 17 6rdenes que constituyen los
Eucestoda, el cuerpo en cresta ha sido descrito en sdélo cinco 6érdenes:
Bothriocephalidea, Tetraphyllidea-Onchobothriidae, Diphyllidea, Proteocephalidea vy
Cyclophyllidea.

La tercera estructura que puede determinar la extremidad anterior del gameto
en los Eucestoda es la presencia de un arco de microtubulos corticales. Este arco esta
presente en especies con los tipos I, II, Il y IV de espermatozoide (Mokhtar-Maamouri
& Swiderski, 1975, 1976; Mokhtar-Maamouri, 1979, 1982; MacKinnon & Burt, 1984;
Justine, 1986; Mahendrasingam et al., 1989; Miquel et al., 1999, 2007a,b; Arafa &
Hamada, 2004; Brurianska et al., 2006; Miquel & Swiderski, 2006a; Levron et al., 20063,
2009, 2011; B3 et al., 2007; Quilichini et al., 2007; Gamil, 2008; Brunanska, 2009;
Brunianskd & Poddubnaya, 2010; Brunanskd & Kosti¢, 2011; Yoneva et al., 2011;
presente estudio), excepto en las especies de los oérdenes Diphyllidea y
Bothriocephalidea.

En los Bothriocephalidea, este arco esta sustituido por un anillo de microtidbulos
corticales, presente en todas las especies de este orden, salvo en Bothriocephalus
claviceps (Ba et al., 2007). Este caracter es muy importante porque permite discernir
ultraestructuralmente los Bothriocephalidea de los Diphyllobothriidea.

Los microtubulos que forman el arco o el anillo, son generalmente mas gruesos.
Ello permite distinguir dos tipos de microtubulos corticales. La aparicidn del segundo

tipo (microtubulos finos) coincide con la formacion del segundo axonema en las
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especies que tienen el tipo | o |l de espermatozoide. La presencia de estos dos tipos de
microtubulos, ya enunciado por Justine (1998a) con en el estudio de Echeinebothrium
beauchampi de Mokhtar-Maamouri & Swiderski (1976), es hoy en dia evidente
también en cestodos de distintos 6rdenes, como los Tetraphyllidea (presente estudio),
los Bothriocephalidea (Swiderski & Mokhtar-Maamouri, 1980; Brufianska et al., 2002,
2010; Levron et al., 2005, 2006b,c; Sipkova et al., 2010, 2011; presente estudio), los
Diphyllobothriidea (Justine, 1986), los Trypanorhyncha (Miquel & Swiderski, 2006a;
Miquel et al., 2007a; presente estudio), los Proteocephalidea (Brunanska et al,
2003a,c, 2004a,b; presente estudio) y los Cyclophyllidea-Mesocestoididae (Miquel et
al., 1999, 2007b).

En los Diphyllidea, la escasez de microtubulos corticales, observada durante la
espermiogénesis, se aprecia también en el espermatozoide (Mokhtar-Maamouri &
Azzouz-Draoui, 1984; Azzouz-Draoui, 1985; Azzouz-Draoui & Mokhtar-Maamouri,
1986/88). En el espermatozoide de Echinobothrium euterpes (presente estudio), los
microtubulos estdn muy reducidos y restringidos a la parte apical del espermatozoide,
precisamente en la zona con cuerpo en cresta.

En el espermatozoide de los Cyclophyllidea y de los Tetrabothriidea, los
microtubulos corticales son espiralados. El dangulo de torsién de los microtubulos
puede variar segun los grupos. Estad entre 15 y 50° en los Anoplocephalidae (Ba et al.,
1991; Ba & Marchand, 1994b), entre 45 y 60° en los Davaineidae (Ba & Marchand,
1994c; Ba et al., 2005a), alrededor de los 40° en los Catenotaeniidae y Dipylidiidae
(Hidalgo et al., 2000; Miquel et al., 2005a), entre 30 y 45° en los Dilepididae (Swiderski
et al., 2000; Yoneva et al., 2006a), sobre los 45° en los Gryporhynchidae (Yoneva et al,,
2008), entre 15 y 30° en los Hymenolepididae (Ba & Marchand, 1992a, 1996a), entre
30 y 40° en los Metadilepididae (Yoneva et al., 2006b), entre 35 y 40° en los
Paruterinidae (Yoneva et al, 2009, 2010) y entre 40 y 50° en los Taeniidae
(Featherston, 1971).

Los cestodos también pueden presentar granulos densos a los electrones a lo
largo de casi todo el espermatozoide. La naturaleza glicogénica de estos granulos se
puede confirmar con el test citoquimico de Thiéry (1967). Segun su distribucion en
roseta o en granulos dispersos, se puede discernir los tipos a o B de glicdgeno. Sin

embargo, no todos los autores han ensayado este test. Ello es importante, ya que en
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algunos Cyclophillidea el test de Thiéry ha revelado la existencia de otro tipo de
granulos densos a los electrones, que no son glicogéno. Es el caso de Molluscotaenia
crassiscolex (presente estudio).

Por otra parte, en los Mesocestoididae (Miquel et al., 1999, 2007b) los granulos
de glicdgeno, evidenciados por el test de Thiéry, estan distribuidos en corddn
espiralado. Esta disposicidn sélo ha sido descrita en este grupo.

Existen otros tipos de inclusiones presentes en los cestodos Cyclophyllidea, como
los granulos proteicos, mas gruesos, y otros granulos de tamano intermedio entre las
particulas proteicas y los granulos de glicogeno.

Segun Justine (2001), la presencia de los microtubulos torsionados y de la vaina
periaxonemal seria una sinapomorfia para los Cyclophyllidea+Tetrabothriidea. En
referencia al este Ultimo caracter, su atribucién como sinapomorfia es aventurada, ya
que no estd presente en algunos Anoplocephalidae, Hymenolepididae y
Nematotaeniidae (Mokhtar-Maamouri & Azzouz-Draoui, 1990; Ba et al., 1991, 2000,
2002; Ba & Marchand, 1992a,b, 1993, 1994b, 1996a, 1998; Miquel & Marchand,
1998a,b; Li et al., 2003; Miquel et al., 2004; Eira et al., 2006).

Otra estructura observada en los Cyclophyllidea es la pared intracitoplasmatica,
descrita en todas las especies con vaina periaxonemal (véase Justine, 1998a).

En algunos espermatozoides de eucestodos, se puede encontrar una formacién
submembranar densa a los electrones, los denominados puntos de fusidn. Estas zonas,
densas a los electrones, indicarian la zona de fusidn de los flagelos con la expansién
citoplasmatica. Se han observado en los Spathebothriidea (Brunanska et al., 2006;
Brunianskd & Poddubnaya, 2010), en los Diphyllobothriidea (Levron et al., 2006a, 2009,
2011), en los Bothriocephalidea (Brurianska et al., 2002, 2010; Levron et al., 2006b,c;
Sipkové et al., 2011; presente estudio) y en los Trypanorhyncha (Swiderski, 19763,
1994; McKerr, 1985; Miquel & Swiderski, 2006a; Miquel et al, 2007a; presente

estudio).

Conclusiones
Las conclusiones que se extraen del presente estudio son las siguientes:
1. Acanthobothrium crassicolle se caracteriza por ostentar un modelo

espermiogenético de tipo | y un espermatozoide de tipo Il. El presente estudio
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confirma el arco de microtubulos corticales gruesos como caracteristico de los
Tetraphyllidea-Onchobothriidae.

2. Se confirma la parafilia de los Tetraphyllidea. El estudio del Tetraphyllidea-
Onchobothriidae Acanthobothrium crassicolle ha permitido validar el tipo | de
espermiogénesis y el tipo Il de espermatozoide en este grupo.

3. Aporhynchus menezesi se caracteriza por presentar una espermiogénesis de tipo |
y una organizacion del espermatozoide que responde al tipo I. La presencia de un
arco de microtubulos corticales gruesos en la parte anterior del espermatozoide se
muestra también constante en el orden Trypanorhyncha.

4. Las ligeras diferencias ultraestructurales observadas en Aporhynchus menezesi
(Gymnorhynchoidea) en relacidon a otras especies de otras superfamilias no son
suficientes para apoyar el posible caracter polifilético de los Trypanorhyncha.

5. Barsonella lafoni presenta una espermiogénesis de tipo | y un espermatozoide de
tipo Ill, modelos constantes para el orden Proteocephalidea. El cuerpo
intercentriolar reducido y el arco de microtubulos corticales gruesos se confirman
también como caracteres tipicos de este orden. Sandonella sandoni se muestra
como una especie problematica en relacidén a la ultraestructura del
espermatozoide. El estudio de la espermiogénesis en esta especie o en otro
Sandonellidae seria muy importante.

6. Se describe por primera vez la presencia de un material denso a los electrones en
la zona de diferenciacion de Barsonella lafoni durante las fases iniciales de la
espermiogénesis. Este caracter, hasta la fecha, se atribuia sélo a grupos de
cestodos basales.

7. Clestobothrium crassiceps se caracteriza por presentar los tipos | de
espermiogénesis y Il de espermatozoide. Estos modelos son constantes en todo el
orden. La presencia de un material denso a los electrones en los estadios iniciales
de la espermiogénesis, el cuerpo intercentriolar reducido y la presencia de un
anillo de microtubulos corticales gruesos en el espermatozoide se confirman
también como caracteres tipicos del orden Bothriocephalidea.

8. El tipo de espermatozoide (I o Il) y la presencia o ausencia del anillo de

microtubulos corticales son aspectos importantes que permiten apoyar la ereccién
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de los Diphyllobothriidea y los Bothriocephalidea como nuevos érdenes a partir de
los “Pseudophyllidea”.

Echinobothrium euterpes sigue el patrén | de espermiogénesis. La degeneracion de
un corto axonema formado durante la espermiogénesis conduce a la formacién de
un espermatozoide de tipo IV. La disparidad existente entre las especies
estudiadas a nivel del nimero de axonemas queda resuelta con el estudio de
Echinobothrium euterpes.

La ausencia o la gran reduccién de los microtubulos corticales se confirma para el
orden Diphyllidea. Esta reduccidn se compensaria por la presencia de gran
cantidad de glicogeno distribuido por todo el espermatozoide.

En los Diphyllidea, las raices estriadas tipicas descritas en los cestodos son
sustituidas por unas masas triangulares opacas, de aspecto granular y carentes de
estriacion. Este caracter, sélo descrito en los Diphyllidea, podria ser una
autapomorfia para este grupo.

Molluscotaenia crassiscolex se caracteriza por una espermiogénesis de tipo IV y
por una organizacion ultraestructural del espermatozoide coincidente con el tipo
VI. Estos modelos se confirman para los Dilepididae sensu stricto. Se describe en
Molluscotaenia crassiscolex una forma nueva de cuerpo en cresta.

El analisis global de los datos espermatoldgicos existentes en los Dilepididae sensu
lato permite discernir los Dilepididae sensu stricto de los Dipylidiidae,
Metadilepidae y Paruterinidae (familias antes incluidas en los Dilepididae sensu

lato), pero no permite distinguirlos de los Gryporhynchidae.
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CHAPITRE I : INTRODUCTION

Le présent travail porte essentiellement sur I'ultrastructure de la spermiogenése et du
spermatozoide de six especes de cestodes appartenant a six ordres. Il vise a augmenter
les connaissances actuelles, a corroborer les différents schémas spermiogénétiques

antérieurs et a apporter quelques précisions sur certains doutes et incohérences.

Il comporte cing chapitres.

Le premier est un bref rappel de 1’intérét des études ultrastructurales de la
spermiogenése et du spermatozoide dans la Systématique et la Phylogénie des Cestodes.
Dans cette partie, nous présentons les principales contributions des auteurs, 1’état actuel
des connaissances sur I’ultrastructure de la spermiogenése et du spermatozoide des

cestodes et les objectifs de notre étude.

Le second est consacré aux hotes et aux caractéristiques morpho-anatomiques et
bioécologiques des cestodes étudiés. Ainsi, pour chaque espéce de cestode, nous avons
indiqué I’héte, le lieu de récolte de I’hote, la position systématique, les caracteres
morpho-anatomiques le cycle évolutif et la répartition géographique. De plus, les
techniques utilisées en microscopie €lectronique a transmission sont détaillées a la fin

de ce chapitre.

Le troisieme correspond a nos principaux résultats, parus ou a paraitre dans des revues

internationales de parasitologie et/ou de zoologie.

Le quatrieme est une discussion globale de nos résultats sur la spermiogenése et le
spermatozoide des cestodes.

Les conclusions qui en découlent forment le dernier chapitre.

Toutes les références bibliographiques qui apparaissent dans le présent Mémoire seront

répertoriées a la fin.
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I.1. Intérét des études ultrastructurales de la spermiogénése et du spermatozoide

des Plathelminthes parasites

La classification strictement basée sur la morphologie classique a souvent posé un grand
probleme. Selon Littlewood et al. (1998), bien que la base des données morphologiques
sur les Plathelminthes soit vaste, elle est tres peu fiable pour étre utilisée a des fins

phylogénétiques.

Ainsi, depuis les années 70, les études en microscopie électronique des Plathelminthes
se sont multipliées et ce sont axées principalement sur des problemes de phylogeénie.
Parmi ces études ultrastructurales, celles de la spermiogenése et du spermatozoide sont
d’une grande importance. En effet, elles permettent de mieux comprendre le processus
de formation du gamete male et de mettre en évidence 1’existence de caractéres
ultrastructuraux, utiles pour affiner les relations phylogénétiques au sein et entre
différents groupes de Plathelminthes (Hendelberg, 1969 ; Euzet et al., 1981 ; Ehlers,
1984, 1985a,b, 1986, 1988 ; Brooks et al., 1985 ; Swiderski, 1986a,b ; Justine, 1991a,b,
1995, 1997, 1998a,b, 1999, 2001, 2003 ; Ba & Marchand, 1994d, 1995 ; Watson &
Rohde, 1995 ; Hoberg et al., 1997 ; Brunanska, 2010 ; Levron et al., 2010).

Des études moléculaires, récentes, ont aussi eu une grande portée phylogénétique. Elles
ont été associées ou non a des études ultrastructurales, ou a la morphologie classique
(Hoberg et al., 1997 ; Mariaux, 1998 ; Olson et al., 1999, 2001 ; Bagufia & Riutort,
2004 ; Olson & Tkach, 2005 ; Waeschenbach et al., 2007 ; Kutcha et al., 2008a).

L’établissement du taxon Trepaxonemata défini sur la base de caracteres
ultrastructuraux par Ehlers (1984) représente le premier cas historique de
synapomorphie chez les Plathelminthes. Ce taxon est caractérisé par la présence d’un
axonéme torsadé qui fait référence a la structure hélicoidale de 1’élément centrale de
I’axonéme 9+°1°. Cette structure tout a fait particuliére n’est rencontrée dans aucun
autre embranchement. Par ailleurs, les cils somatiques des Trepaxonemata sont de type

9+2 ; donc chez un méme organisme peuvent coexister les deux modeéles.

Cependant, Euzet et al. (1981) furent les premiers a essayer d’établir, & partir du nombre

d’axonéme dans les spermatozoides des cestodes, une relation phylogénétique entre six
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ordres:  Tetrarhynchidea, Pseudophyllidea, Tetraphyllidea, Proteocephalidea,
Caryophyllaeidea et Cyclophyllidea.

Justine (1991a), a partir d’études ultrastructurales, a pu mettre en évidence 1’existence
de nombreuses synapomorphies qui eurent un grand intérét sur la phylogénie des
Plathelminthes parasites :

1. Chez les Plathelminthes parasites appartenant aux Cercomeridea, les centrioles
apparaissent a la base des spermatides en élongation et les flagelles s’incorporent
a I’expansion cytoplasmique durant un processus de fusion proximo-distale.

2. Chez les Monogenes Polyopisthocotylea, la région principale du spermatozoide
est caractérisée par la présence de microtubules latéraux.

3. Les Monogénes Monopisthocotylea sont démunis de microtubules dorsaux et
ventraux dans leur région principale.

4. Les Temnocephalidea sont caractérisés par la présence d’une couche de
microtubules corticaux longitudinaux et qui forme une spirale bien visible en
coupe transversale.

5. Les Neodermata se discernent par 1’absence de granules opaques aux électrons

6. Les Eucestoda sont caractérisés par 1’absence de mitochondries dans le
spermatozoide, aspect qui les différencie des Digenes.

7. Les Cyclophyllidea sont caractérisés par une torsion des microtubules corticaux
aspect qui les différencie des cestodes non Cyclophyllidea. Cependant, le

probléme des Mesocestoididae (Cyclophyllidea) reste encore pose.

Swiderski (1986a) distingue trois types fondamentaux de spermiogenése (Fig. 1) chez
les cestodes en se basant principalement sur le nombre de flagelles issus de la zone de
différenciation et I’existence ou non d’une fusion compléte entre le ou les flagelles et
I’expansion cytoplasmique médiane. 11 s’agit des types « Pseudophyllidea »,
« Caryophyllidea » et « Cyclophyllidea ».

Neuf années plus tard, grace a une base de données spermatologiques plus large, Ba &
Marchand (1995) proposérent quatre types de spermiogenése chez les Eucestoda (types
I alV, Fig. 2) basés sur trois critéres :

¢ le nombre de flagelles (un ou deux) qui se développent a partir de la zone de

différentiation
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e la présence ou non de rotation flagellaire

e la présence ou non de fusion proximo-distale
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Fig. 1. Types de spe(miogenése chez les
cestodes (d’apres Swiderski, 1986a)

Fig. 2. Types de spermiogenése chez les
cestodes (d’aprés Ba & Marchand, 1995)

Dans cette méme étude Ba & Marchand (1995) considérent que :

e la rotation flagellaire et la fusion proximo-distale sont des caractéres

plésiomorphes chez les Eucestoda

e [’absence de rotation flagellaire est une synapomorphie pour les Cyclophyllidea

e la présence de corps en créte au niveau de la partie antérieure du spermatozoide

est une synapomorphie chez les Eucestoda

e ’absence de mitochondrie est une synapomorphie pour les Eucestoda

L’intérét phylogénétique des études ultrastructurales fut également souligné par Hoberg

et al. (1997) qui ont associé des caracteres morphologiques et neuf caractéres

spermatologiques, a savoir :

1- le nombre d’axonémes dans le spermatozoide

2
3
4

la disposition, paralléle ou en spiral, des microtubules corticaux
la présence d’un ou de deux types de microtubules corticaux

la présence ou non de mitochondrie
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5- la présence ou non de corps en créte

6- la présence ou non de gaine périaxonemal

7- le type de spermiogenése

8- la présence ou non de racines striées associées aux centrioles

9- la présence ou non de corps intercentriolaire

En 1998, Justine fit une révision, a des fins phylogénétiques, des caracteres

ultrastructuraux de la spermiogenése et du spermatozoide des Eucestoda. Les caracteres

qu’il a retenus sont les suivants : le nombre de flagelles dans la zone de différentiation,

le nombre d’axonemes dans le spermatozoide, la présence ou non d’un corps

intercentriolaire, de racines striées, de microtubules corticaux, d’une rotation flagellaire,

d’une fusion proximo-distale, de corps en créte, d’une gaine periaxonémale, de parois

intracytoplasmiques et la disposition des microtubules corticaux. Justine (1998a) put

définir diverses synapomorphies dont certaines avaient déja été signalées par d’autres

auteurs (Justine, 1991a,b ; B& & Marchand, 1995). Ces synapomorphies sont,

essentiellement :

1.
2.
3.

I’absence de mitochondrie dans le spermatozoide des Eucestoda

la présence de corps en créte dans le spermatozoide des Eucestoda

I’absence de corps intercentriolaire chez les Tetrabothriidea et les
Cyclophyllidea

I’absence de racines striées chez les Tetrabothriidea et les Cyclophyllidea

la présence de microtubules corticaux spiralés chez les Tetrabothriidea et les
Cyclophyllidea

la présence d’une gaine périaxonemale dans le spermatozoide des
Tetrabothriidea et des Cyclophyllidea

I’absence de rotation flagellaire chez les Cyclophyllidea

la présence d’un seul axonéme dans la zone de différenciation chez les
Cyclophyllidea

la présence de deux types de microtubules corticaux, chez les Tetraphyllidea-

Onchobothriidae et les Tetraphyllidea-Phyllobothriidae

Justine (2001), en ajoutant de nouvelles données sur, en particulier, les

Lecanicephalidea et les Mesocestoididae, a pu mettre en évidence I’existence d’autres

synapomorphies telles que :
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1. P’absence de mitochondries dans le spermatozoide des Eucestoda

2. la présence d’un ou de plusieurs corps en créte dans le spermatozoide des
Eucestoda

3. I’absence de corps intercentriolaire constitué de plusieurs bandes claires et
sombres disposées en alternance, chez les cestodes les plus évolués

4. I’absence de racines striées chez les Cyclophyllidea

5. la présence de microtubules corticaux spiralés chez les Tetrabothriidea et les
Cyclophyllidea

6. la présence d’une gQaine périaxonémale dans le spermatozoide des
Tetrabothriidea et certains Cyclophyllidea

7. I’absence de rotation flagellaire chez les Cyclophyllidea

8. la présence d’un seul axonéme dans la zone de différenciation chez les
Cyclophyllidea

9. la présence de deux types de microtubules corticaux chez les Tetraphyllidea-
Onchobothriidae et les Tetraphyllidea-Phyllobothriidae

10. I’absence de fusion proximo-distale chez certains Cyclophyllidea

Récemment, suivant la méme logique, Levron et al. (2010) effectuérent une autre
révision de 1’ultrastructure de la spermiogénese et du spermatozoide des Eucestoda. Se
basant seulement sur les caracteres ultrastructuraux du spermatozoide, ils proposérent

I’arbre phylogénétique ci-dessous (Fig. 3) :
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Gyrocotylidea

Amphilinidea

Spathebothriidea

Diphyllobothriidea

Bothriocephalidea

Haplobothriidea

10! Trypanorhyncha

Phyllobothriidae

Onchobothrildae

Caryophyllidea

70 Diphyllidea

Lecanicephalidea

Proteocephalidea

66 Mesocestoididae

Nippotaeniidea

Tetrabothriidea
100 I

Cyclophyllidea

Fig. 3. Arbre phylogénétique des cestodes basé sur 1’analyse de caractéres spermatologiques
(d’aprés Levron et al., 2010)

De I’analyse des caractéres morphologiques du spermatozoide de tous les cestodes
étudiés, ils proposerent sept types de spermatozoides (Fig. 4), en se basant sur les six
caractéres suivants :

1- la présence d’un ou de deux axonémes

2- la disposition des microtubules corticaux (paralléles ou en spiral)

3- ladisposition du noyau (paralléle ou en spiral)

4- la présence ou non de corps en créte

5- la présence ou non de gaine périaxonémale

6- la présence ou non de parois intracytoplasmiques
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(pb. with E. harfordi)

C. m. parallel
Nucleus parallel

oo

Caryophyllidea

1 axoneme

C. m. parallel
Nucleus spiraled
Crested body

Loos
Tetra-Phyllobothriidae
(pb with P. lactuca)
Lecanicephalidea ?

M 4oi i

C. m. spiraled
Nucleus spiraled
Crested body

Cmt

Fc

\'

Cyclophyllidea:

=3
©9
¥ )

C. m. spiraled
Nucleus spiraled
Crested body
Periax. sheath

Cyclophyllidea:

C. m. spiraled
Nucleus spiraled
Crested body
Periax. sheath
Intra. wall

Tetrabothriidea

Aviteiling)

nop p p p Cyclophyllidea:
K L ( Stilesia) Anoplocephalidae
Hymenolepidid; Catenotaeniid. [{
Nematotaeniidae ? Dilepididae Davaineidae
Dipylidiidae Metadilepididae

Gryporhynchidae

Paruterinidae
Taeniidae
(pb with T. mustelze)

Fig. 4. Types de spermatozoides chez les Eucestoda (d’apres Levron et al., 2010)

1.2. Etat actuel des connaissances sur la spermiogenése et le spermatozoide des

Eucestoda

Les cestodes représentent un groupe de parasites internes trés important, du point de vue

numérique. Selon Georgiev (2003), la classe renfermerait plus de 5000 especes,

réparties dans environ 680 genres, 72 familles et 15 ordres dont les Cyclophyllidea. Ce

dernier, a lui seul, comprend plus de la moitié des especes, soit environ 3100 especes

appartenant a 380 genres et 18 familles.

Depuis 2003, la classe des cestodes ne cesse de grandir, avec des descriptions, de plus

en plus nombreuses, de nouvelles espéces, de nouveaux genres, de nouvelles familles et

de nouveaux ordres. Actuellement, le nombre exact d’espéces reste indéfini. Cependant,
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on sait que la Classe compte 17 ordres, considérés comme valides, avec I’éclatement de
I’ordre des « Pseudophyllidea » en deux nouveaux ordres, les Bothriocephalidea et les
Diphyllobothriidea (Kuchta et al., 2008a) et 1’érection d’un nouvel ordre, les

Rhinebothriidea (Healy et al., 2009) qui constituaient une famille de Tetraphyllidea.

A ce jour, les ouvrages de base de classifications des cestodes aux niveaux ordinal,
familial et générique restent incontestablement ceux de Schmidt (1986) et Khalil et al.
(1994). Cependant, d’autres ouvrages de systématiques, spécifiques, existent sur les
Trypanorhyncha (Palm, 2004), les Diphyllidea (Tyler, 2006), les Bothriocephalidea, les
Diphyllobothriidea (Kuchta et al., 2008a,b), les Rhinebothriidea (Healy et al., 2009) et
les Lecanicephalidea (Jensen, 2005).

A notre connaissance, plus d’une centaine d’espéces de cestodes dont autour de 60
appartenant a 1’ordre des Cyclophyllidea, ont fait 1’objet d’une étude ultrastructurale,

compléte ou partielle, de la spermiogenése et/ou du spermatozoide (Tableau I).

Dans cette liste sont incluses les espéces étudiées dans le présent travail.
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1.3. Objectifs

Dans ce travail, nous avons étudié six especes de cestodes appartenant a six ordres,
jusqu’ici peu ou pas étudiées du point de spermatologique. Le choix des especes est
essentiellement fondé d’une part, sur leur disponibilité, d’autre part sur leur importance

éventuelle en Taxonomie et Phylogeénie.

Ainsi, notre étude pourrait permettre de définir, dans certains cas, le véritable schéma
général de formation du spermatozoide ainsi que son organisation ultrastructurale. C’est
le cas de Echinobothrium euterpes, une espéce appartenant a 1’ordre des Diphyllidea.
Les données jusque-la disponibles, sur I’ultrastructure de la spermiogenese et du
spermatozoide des especes de cet ordre sont trés confuses, spécialement celles faisant
référence au nombre d’axonemes dans le spermatozoide mdr. De plus, I’étude de ce
Diphyllidea, initialement décrit comme Macrobothridium euterpes (Neifar et al., 2001),
puis transféré au genre Echinobothrium par Tyler (2006), pourrait mettre en évidence
des similitudes ultrastructurales avec ce dernier genre et ainsi, confirmer son correct

emplacement dans le nouveau genre.

Acanthobothrium crassicolle, un Tetraphyllidea-Onchobothriidae, est la cinquiéme
espéce de la famille et la troisiéme du genre a étre étudiée. Cependant, 1I’étude que nous
nous proposons de faire, fera partie des plus récentes et des plus complétes. Son
aboutissement devrait permettre de confirmer le modéle spermiogénétique et
I’organisation ultrastructurale, proposés pour les Tetraphyllidea-Onchobothriidae et de

les comparer avec ceux observés chez les Tetraphyllidea-Phyllobothriidae.

Le cas du Trypanorhyncha choisi est aussi trés intéressant car 1’espéce Aporhynchus
menezesi appartient a la super-famille Gymnorhynchoidea. De nombreux auteurs ont eu
a proposer la possible paraphylie de 1’ordre des Trypanorhyncha, en se basant sur des
criteres morphologiques et moléculaires (Olson et al., 2001 ; Palm, 2004 ; Palm et al.,
2009). Cependant, des études ultrastructurales complétes existent seulement pour des
especes incluses dans I'un des clades, formé par les Tentacularioidea et les
Eutetrarhynchoidea. Notre travail deviendra ainsi la premiére étude complete sur une
espece appartenant au clade formé par les Gymnorhynchoidea, les Lacistorhynchoidea

et les Otobothrioidea.
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En ce qui concerne le Bothriocephalidea Clestobothrium crassiceps, I’importance de
son étude réside dans le fait que récemment les « Pseudophyllidea » ont subit un
réaménagement important : I’ancien ordre des « Pseudophyllidea » est actuellement
scindé en deux ordres, les Bothriocephallidea et les Diphyllobothriidea, sur la base
d’études moléculaires (Kuchta et al., 2008a). De plus, Clestobothrium crassiceps fut
précédemment décrite sous le nom de Bothriocephalus crassiceps. Ainsi, notre étude
nous permettra de voir s’il existe des différences dans la spermiogenese et le
spermatozoide chez les deux genres. Cette étude ultrastructurale du gaméte male sera
donc la premiere faite chez une espéce de ce genre et nous permettra, non seulement
d’augmenter la base de données disponibles, mais aussi de confirmer le modéle
spermatologique générale pour I’ordre des Bothriocephalidea, tout en mettant en

exergue les différences avec les Diphyllobothriidea.

Pour le Proteocephalidea Barsonella lafoni, le choix de notre étude est similaire car cet
ordre renferme un nombre important de descriptions ultrastructurales de la
spermiogenése et du spermatozoide d’espéces appartenant a des genres différents. Notre
travail apportera ainsi de nouvelles données sur un genre jamais étudié auparavant,
permettra d’analyser le modele spermatologique proposé pour cet ordre et finalement,

de déceler les particularités au niveau sous-ordinal.

En dernier lieu, Molluscotaenia crassiscolex est une espece incluse dans la famille
Dilepididae de 1’ordre Cyclophyllidea. Cet ordre est, parmi les Eucestoda, celui qui
compte le plus grand nombre de travaux ultrastructuraux de la spermiogenese et du
spermatozoide. Cependant, les modeles spermiogénétiques et ceux du spermatozoide
rencontres dans cet ordre sont trés variés. Molluscotaenia crassiscolex sera la quatriéme
espéce de la famille et la premiére du genre a bénéficier d’une étude ultrastructurale
compléte et notre description permettra de corroborer le schéma spermatologique

assigné a cette famille.

Ainsi, les objectifs concrets et résumeés de notre Mémoire sont les suivants :
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1. Renforcer I’état de connaissance relatif aux études ultrastructurales de la
spermiogenése et du spermatozoide chez les cestodes.

2. Etudier diverses espéces de cestodes appartenant a des ordres distincts afin
d’évaluer les divers modeles spermiogénétiques proposés chez les cestodes,
mais aussi, de résoudre certains doutes et incongruences actuels concernant
I’ultrastructure de la spermiogenése et du spermatozoide.

3. Analyser I’intérét taxonomique et phylogénétique de divers -caracteres

ultrastructuraux de la spermiogenése et du spermatozoide.
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

Dans ce chapitre, nous présentons les aspects morpho-anatomiques et bio-écologiques
du matériel objet de notre étude et la méthodologie suivie pour I’étude en microscopie

électronique a transmission.

En outre, toute la méthodologie utilisée pour I’étude morpho-anatomique des cestodes
sera omise. Pour les détails concernant cette méthodologie, comportant I’extraction des
cestodes de leurs hotes respectifs, leur fixation, jusqu’a leur observation au microscope
optique en passant par la coloration et le montage entre lame et lamelle, voir les ccuvres
de Lageron (1949) et Casanova (1993).

A la fin du montage, les cestodes sont identifiés en s’appuyant sur la bibliographie déja

existante (Schmidt, 1986 ; Khalil et al., 1994 ; Neifar et al., 2001 ; Palm, 2004 ; Tyler,

2006 ; Kuchta et al., 2008b ; de Chambrier et al., 2009 ; Noever et al., 2010).

I1.1. Caractéres morpho-anatomiques et bio-écologiques des especes étudiées

Nous avons travaillé sur six especes de cestodes appartenant a six genres et six ordres
différents (Tableau I1).

Pour chacune d’elles, nous avons précisé 1’hote ainsi que le site de capture, la

localisation dans 1’hote, la position systématique, les caractéres morpho-anatomiques, le

cycle biologique et la répartition géographique.
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Cestodes étudiés

Position systématique

Hétes

Localités de capture

(Ordre, Famille) (Ordre, Famille) des hétes
. . . . Sidi Mansour
Acanthobothrium | Tetraphyllidea, Dasyatis pastinaca .
. N N : (Tunisie)
crassicolle Onchobothriidae (Rajiformes, Dasyatidae) o .
Mer Méditerranée

Aporhynchus Trypanorhyncha, Etmopterus spinax Tle de Faial (Acores)
menezesi Aporhynchidae (Elasmobranchii, Etmopteridae) | Océan Atlantique

Barsonella lafoni

Proteocephalidea,

Proteocephalidae

Clarias gariepinus

(Siluriformes, Clariidae)

Lac Tana (Ethiopie)

Clestobothrium

crassiceps

Bothriocephalidea,

Bothriocephalidae

Merluccius merluccius

(Gadiformes, Merluciidae)

Roses (Espagne)
Mer Méditerranée

Echinobothrium

euterpes

Diphyllidea,

Echinobothriidae

Rhinobatos rhinobatos

(Rajiformes, Rhinobatidae)

Zarzis (Tunisie)

Mer Méditerranée

Molluscotaenia

crassiscolex

Cyclophyllidea,
Dilepididae

Sorex araneus

(Soricomorpha, Soricidae)

Réserve Naturelle
de Py
(Pyrénées frangaises)

Tableau Il : Position systématique des cestodes étudiés et localités de capture de leurs hotes
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11.1.1. Acanthobothrium crassicolle Weld, 1855

a. Hote : la raie pastenague ou pastenague commune, Dasyatis pastinaca (Linnaeus,
1758) (Rajiformes, Dasyatidae) (Fig. 5)

Fig. 5. Dasyatis pastinaca

b. Localité de capture de I’hote : cbte de Sidi Mansour (Tunisie)

c. Localisation dans I’héte : valvule spirale

d. Systématique
- Embranchement : Plathelminthes
- Super-classe : Cercomeromorphae Bychowsky, 1937
- Classe : Cestoda Rudolphi, 1808
- Sous-classe : Eucestoda Southwell, 1930
- Ordre : Tetraphyllidea Carus, 1863
- Famille : Onchobothriidae Braun, 1900
- Genre : Acanthobothrium van Beneden, 1849
- Acanthobothrium crassicolle Wedl, 1855
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L’ordre des tétraphyllidés renferme des parasites qui vivent essentiellement dans la
valvule spirale d’élasmobranches et d’holocéphales (requins et raies). Le nombre total
d’espéces reste inconnu. Cependant, d’apres le site Planetary Biodiversity Inventory,
I’ordre compterait 64 genres et environ 400 espéces. De plus, le nombre exact de
familles que renferme 1’ordre est aussi un sujet de discussion. Euzet (1994) reconnut
huit familles de Tetraphyllidea (Cathetocephalidae, Litobothriidae, Disculicipitidae,
Prosobothriidae, Dioecotaeniidae, Onchobothriidae, Phyllobothriidae et
Chimaerocestidae). Exception faite des Onchobothriidae et des Phyllobothriidae, toutes
les autres familles sont monogénériques. Cependant, une analyse phylogénétique
effectuée par Caira et al. (1999), a révélé que ’ordre des Tetraphyllidea n’est pas
monophylétique et que la validité des Prosobothriidae, Dioecotaeniidae et

Chimaerocestidae restait a confirmer.

e. Morpho-anatomie

Acanthobothrium crassicolle appartient a la famille des Onchobothriidae. Elle peut
mesurer jusqu’a 8 cm de long ; mais en général les adultes mesurent entre 15 et 60 mm
de long. Le scolex présente 4 bothridies sessiles, triloculées, armées chacune d’une
paire de crochets (Fig. 6A). Chaque crochet est constitué d'un manche, d'une pointe
latérale en forme de « L » (de 25 a 60 pum de long) et d'une pointe axiale (de 95 a 120
um de long) (Fig. 6B). Les manches des crochets sont recouverts par un plateau
musculaire qui porte une ventouse accessoire antérieure, discoide, de 120 a 180 um de
diametre. Le scolex est suivi d'un pédoncule céphalique, d'environ 1600 a 4000 um de
long, puis d'un cou de 100 a 400 um de long et d'un strobile. Ce dernier est formé d’une
succession d’anneaux appelés proglottis, généralement acraspédotes et apolitiques, avec
une musculature longitudinale particulierement abondante au niveau du pédoncule
cephalique. Le cou est court. Le strobile contient environ 300 proglottis. Les proglottis
antérieurs et moyens sont plus larges que longs tandis que les proglottis postérieurs sont
plus longs que larges. Chaque proglottis mir contient environ 135 testicules répartis en
trois champs, antiporal, pré-vaginal et post-vaginal. Le canal déférent, pelotonné dans la
partie médiane du proglottis, se termine au niveau de la poche du cirre. Le cirre est

arme. Les orifices génitaux sont latéraux et irrégulierement alternés (Fig. 6C). L’ovaire
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est postérieur et apparait tétralobulé en section transversale. Le vagin est musculeux et
antérieur a la poche du cirre. Les glandes vitellogenes sont sous la forme de nombreux
follicules, organisés en bandes longitudinales vers les bords des proglottis. L’utérus, en
position médiane, s’étend jusqu’au tiers des proglottis (Fig. 6C). Dans les proglottis
gravides, l'utérus est sacciforme et contient de nombreux ceufs sphériques, d'environ 90

a 100 um de diametre.

Fig. 6. Morphologie de Acanthobothrium crassicolle Wedl, 1855.
A : Scolex. B : Crochets. C : Proglottis mdr (d’aprés Euzet, 1959).

f. Cycle biologique

En général, les tétraphyllidés entretiennent une spécificité oioxéne ou sténoxéne avec
leur héte. Cependant, il est fréquent de rencontrer plusieurs espéces de Tetraphyllidea
chez un méme hote (Campbell & Beveridge, 2002 ; Caira et al., 2007).
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Ce sont des parasites hétéroxenes et leur cycle renferme au moins un hote intermédiaire

qui peut étre un poisson téléostéen, un mollusque, un crustacé ou un mammifére marin.

Le cycle biologique complet des tétraphyllidés n’est pas bien connu. Selon Euzet
(1959), le stade larvaire inclut ’embryon hexacanthe, la forme procercoide qui se
rencontre chez le premier hote intermédiaire (copépode) et la forme plérocercoide qui se
rencontre chez le second hote intermediaire (crustace, téleostéen ou céphalopode) et

chez un troisieme hote (paraténique) s’il y a lieu (téléostéen ou céphalopode) (Fig. 7).

Fig. 7. Cycle biologique de Acanthobothrium crassicolle (d’apres Euzet, 1959)

g. Biogéographie

Les tétraphillidés sont des parasites cosmopolites, mais souvent localisés dans les eaux
subtropicales et tropicales. Du fait qu’ils sont hautement spécifiques, avec un niveau de
prévalence élevé, il serait logique de corréler leur distribution a celle de leur hote,
Dasyatis pastinaca (Fig. 8).
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Fig. 8. Distribution géographique de Dasyatis pastinaca (d’aprés Bauchot, 1987).
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11.1.2. Aporhynchus menezesi Noever et al., 2010

a. Hote : le sagre commun, Etmopterus spinax (Linnaeus, 1758) (Elasmobranchii,
Etmopteridae) (Fig. 9)

Fig. 9. Etmopterus spinax

b. Localité de capture de I’héte : ile de Faial (38°31°N, 28°37°W) (Archipel des
Acores, Portugal)

c. Localisation dans I’héte : valvule spirale

d. Systématique
- Embranchement : Plathelminthes

- Super-classe : Cercomeromorphae Bychowsky, 1937
- Classe : Cestoda Rudolphi, 1808

- Sous-classe : Eucestoda Southwell, 1930

- Ordre : Trypanorhyncha Diesing 1863

- Famille : Aporhynchidae Poche, 1926

- Genre : Aporhynchus Nybelin, 1918

- Aporhynchus menezesi Noever et al., 2010
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L’ordre Trypanorhyncha Diesing, 1863 est répandu dans le monde entier. Les espéces
de I’ordre occupent un pourcentage relevant parmi les parasites d’organismes marins. Ils
infestent 1’estomac et I’intestin de leurs hotes définitifs qui sont des élasmobranches.
Leur abondance dans la musculature des poissons hotes intermédiaires, plus
particuliérement ceux d’intérét économique, rend 1’étude de ce groupe important pour le

secteur de la péche.

L’ordre des trypanorhynques fait partie de ceux qui posent le plus de problémes de
systématique (Wardle & McLeod, 1952). En effet, selon Palm (2004) ce groupe n’est
pas trés bien connu et les descriptions faites sont souvent incomplétes. Les descriptions
originales, le plus souvent, manquent d’illustrations détaillées de 1’armature
tentaculaire, nécessaire a I’identification des especes. Ainsi d’aprées la derniére révision
de Palm (2004) I’ordre comporterait 5 super-familles, 15 familles, 66 genres et 254
especes. Depuis Palm (2004), 5 nouveaux genres et 21 nouvelles espéces furent décrits
(Beveridge & Campbell, 2005 ; Friggens & Duszynski, 2005 ; Beveridge & Justine,
2006 ; 2007a,b; 2010 ; Campbell & Beveridge, 2006, 2007a,b ; Beveridge, 2008 ;
Palm, 2010 ; Caira et al., 2010 ; Noever et al., 2010 ; Beveridge et al., 2010). Ainsi,

I’ordre compterait actuellement 71 genres et 275 espéces considérés comme valides.

e. Morpho-anatomie

Le corps d’un trypanorhynque adulte comprend un scolex (Fig. 10A), suivi d’une zone
de croissance et d’un strobile (Fig. 10B,C). Chez la plupart des cestodes, 1’anatomie du
proglottis mdr permet d’identifier I’espéce. Cependant chez les trypanorhynques, les
caracteres du scolex, seuls, peuvent permettre d’identifier les especes.

Le scolex des trypanorhynques présente quatre tentacules garnis de crochets, arrangés

de fagon assez complexe.

Aporhynchus menezesi a été récemment décrite par Noever et al. (2010). Elle appartient
a la famille des Aporhynchidae qui ne contient que le genre Aporhynchus. Les vers
entiers mesurent entre 23 a 51 mm de long et 1,75 a 3 mm de large. Leur scolex

présente quatre bothridies pédonculées, de forme ovalaire. Les proglottis dont le nombre
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varie entre 26 et 42 sont acraspédotes. Le nombre de proglottis immatures varie entre 17
et 27, celui des proglottis mdrs entre 1 et 3 et celui des proglottis gravides entre 5 et 21
(Noever et al., 2010). Les proglottis mdrs sont plus longs que larges (Fig. 10D). Leurs
pores génitaux sont marginaux et irrégulierement alternés. La poche du cirre,
légérement développée, a une forme ovalaire. Le cirre est papilliforme et non armé. La
vésicule séminale est tripartite et présente une partie interne large et une partie externe
oblongue (Fig. 10E,F) ; tandis que la partie accessoire est large et de position ventrale

par rapport a la vésicule séminale externe et au vagin (Fig. 10E).

Le canal déférent est enroulé et en position paralléle au vagin. Les testicules, au nombre
de 154 a 203, sont ovales et forment deux rangées latérales (Fig. 10D). Le vagin est
Iégerement sinueux et en position dorsale. Il s’étend de 1’ootype a la poche du cirre. Le
réceptacle séminal est présent. L’ovaire est bilobé et légérement lobulé. La glande de
Mehlis est postérieure a 1’isthme ovarien. Les follicules vitellins sont ovales et
s’étendent tout au long des proglottis (Fig. 10D). L’utérus est ventral, sacciforme et
s’étend antérieurement vers le pore génital. 11 débouche a I’extérieur par un pore situé
pres de la marge antérieure des proglottis mdrs et gravides. Ces derniers sont
anapolytiques. Les cocons sont fusiformes.
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Fig. 10. Morphologie de Aporhynchus menezesi Noever et al., 2010.
A : Scolex. B : Vers entier, partie antérieure. C : Vers entier, partie postérieure. D : Organisation

d’un proglottis mdr. E : Détail de la partie terminale de 1’appareil génital male (ASV : vésicule

séminale accessoire ; ESV : vésicule séminale externe ; ISV : vésicule séminale interne)

2010)

(d’aprés Noever et al.
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f. Cycle biologique

Les trypanorhynques ont un cycle indirect, trés complexe. lls peuvent étre rencontrés
dans tous les niveaux trophiques marins. Leur avantage par rapport aux autres parasites
hétéroxénes est que, chez les trypanorhynques la phase larvaire présente plusieurs
caracteres morphologiques communs avec le stade adulte ce qui facilite son
identification.

Le cycle biologique de Aporhynchus menezesi n’est pas encore connu di a la récente
description de cette espece (Noever et al., 2010). Cependant, selon Palm (2004) le cycle
biologique d’une autre espéce appartenant au méme genre (Aporhynchus norvegicus)
comprendrait : (a) une larve hexacanthe, souvent enveloppée par une membrane ciliaire,
qui donnerait un coracidium qui peut étre libre ou non, (b) une larve procercoide, (c)
une larve plérocercoide et (d) une forme adulte.

Le cycle de développement général des trypanorhynques est hétéroxéne et comporte des

invertébrés et des vertébrés marins. Il se déroulerait comme suit :

Selon les espéces, les proglottis gravides se détachent ou non du strobile. Dans les deux
cas, les ceufs, contenus dans 1’utérus, continuent leur développement dans ’intestin de
I’hote et sont libérés avec les feces dans le milieu extérieur. Les ceufs operculés
contiennent une larve hexacanthe, entourée d’une membrane ciliaire, appelée
coracidium. Apres 1’éclosion des ceufs, les coracidium se liberent et nagent
continuellement durant quelques jours grace a leurs cils. Une fois ingérés par un
copépode (premier hote intermédiaire connu), ils se transforment en larves procercoides
dans I’hémoccele du copépode. Chez les procercoides, le développement cesse apres 5 a
7 jours avec la formation d’une larve cylindrique indifférenciée qui porte un cercomere
terminal, une structure dérivant de I’hexacanthe et qui renferme 6 crochets larvaires.
Quand le copépode est consommé par un autre invertébré (euphauside) ou un petit
poisson, le procercoide se transforme en plérocercoide, forme infestante. Ce deuxiéme
hote peut soit étre ingéré, directement par un hoéte définitif (élasmobranche) ou passer
par un hote intermédiaire additionnel ou hote paraténique qui est, le plus souvent, un

grand poisson qui puisse assurer le transfert. Dans le premier cas, le plérocercoide se
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transformera en adulte et dans le second cas, il restera sous la forme de plérocercoide
(Fig. 11).

Hote définitif :
ETMOPTERUS SPINAX
Adulte
1% hote
3% héte (Paraténique) intermédiare:
POISSON TELEOSTEEN COPEPODE
Plérocercoide Procercoide
2°™ hote
mtermédiare:
EUPHAUSIIDES
Plérocercoide

Fig. 11. Cycle évolutif de Aporhynchus menezesi, modifié du cycle de
Aporhynchus norvegicus selon Palm (2004)

g. Biogéographie
Aporhynchus menezesi est une espece nouvellement décrite par Noever et al. (2010) en

Horta et Lisbonne, au Portugal (Fig. 12).

Fig. 12. Horta et Lisbonne, localités portugaises ou a éte récoltée
Aporhynchus menezesi
(extrait de la page de Sophie Querouil : http://www.horta.uac.pt/ppl/sophie_querouil/)
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11.1.3. Barsonella lafoni de Chambrier et al., 2009

a. Hote : le poisson chat, Clarias gariepinus (Burchell, 1822) (Siluriformes, Clariidae)
(Fig. 13)

Fig. 13. Clarias gariepinus

b. Localité de capture de I’héte : Lac Tana (11°36°N, 37°25°E), Bahir Dar, Ethiopie

c. Localisation dans I’hote : portion antérieure de 1’intestin

d. Systématique
- Embranchement : Plathelminthes
- Super-classe : Cercomeromorphae Bychowsky, 1937
- Classe : Cestoda Rudolphi, 1808
- Sous-classe : Eucestoda Southwell, 1930
- Ordre : Proteocephalidea Mola, 1928
- Famille : Proteocephalidae La Rue, 1911
- Sous-famille : Proteocephalinae Mola, 1929
- Genre : Barsonella de Chambrier et al., 2009
- Barsonella lafoni de Chambrier et al., 2009
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Les espéces de I’ordre des Proteocephalidea Mola, 1928 sont largement distribuées dans
les régions néotropicales et parasitent freqguemment les poissons siluriformes (de
Chambrier & Vaucher, 1999 ; Rego et al., 1999 ; de Chambrier et al., 2006a,b,c). Ces
especes sont classées en deux familles, mais ce schéma bien qu’accepté par la plupart
des auteurs (Rego, 1994 ; Scholz & de Chambrier, 2003 ; de Chambrier et al., 2004,
2009 ; Arredondo & Gil de Pertierra, 2010) reste cependant trés contreversé. Ces deux
familles seraient divisées en 12 sous-familles, 46 genres et environ 400 especes (Rego,
1998 ; Hypsa et al., 2005). Depuis 2005, quatre nouveaux genres et seize nouvelles
espéces ont été décrites (de Chambrier et al., 2005, 2006a,b,c, 2008, 2009, 2010 ;
Cheng et al., 2007 ; Chandra & Gupta, 2007 ; Ammann & de Chambrier, 2008 ; Bursey
et al., 2006, 2008 ; Coquille & de Chambrier, 2008 ; Marsella & de Chambrier, 2008 ;
Gil de Pertierra, 2009 ; Arredondo & Gil de Pertierra, 2010).

Le genre Barsonella a été récemment créé par de Chambrier et al. (2009). Il renferme
des especes parasites des poissons chats, Clarias gariepinus (hote type) et C. anguillaris

(Siluriformes, Clariidae).

e. Morpho-anatomie

Barsonella lafoni est un vers long avec un cou massif. Le strobile est acraspédote, avec
au total, entre 99 et 190 proglottis dont 67 a 120 immatures, 7 a 11 mdrs et 25 a 89
prégravides et gravides. Le scolex est grand, subsphérique et dépourvu de métascolex.
Les ventouses sont profondément enfoncées et pourvues d’une petite fente additionnelle
(ou orifice transversal), située a coté de I’ouverture de la ventouse. La partie antérieure
de la ventouse est garnie d’une musculature circulaire servant de sphincter (Fig. 14A).
Les testicules, au nombre de 160 a 189, forment une ou deux rangées. La poche du cirre
est pyriforme et présente une paroi fine. Le canal déférent est fortement enroulé (Fig.
14B-D). Les pores génitaux alternent irrégulierement et ont une position pré-
équatoriale. L atrium génital est de petite taille. L’ovaire est bilobé. Le vagin, antérieur
ou postérieur a la poche du cirre, est doté d’un sphincter vaginal, de petite taille, situé
prés de l’atrium génital (Fig. 14C). Les follicules vitellins forment deux rangées
latérales, 1égerement plus développées, au niveau de ’ovaire (Fig. 14B,D). Les ceufs

sont sphériques et présentent une membrane hyaline, 1’embryophore. Celle-ci, entoure
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I’oncosphére de forme sphérique ou ovale avec trois paires de crochets embryonnaires
(Fig. 14E).

o

LR LA Ih
é‘ g £ 9 A0
R T

Reis

XY

e

Fig. 14. Morpho-anatomie de Barsonella lafoni de Chambrier et al., 20009.
A : Vue dorso-ventrale du scolex. B : Holotype. Vue ventrale d’un proglottis mar.
C : Vue dorsale de la partie terminale de I’appareil génital male. D : Holotype. Vue dorsale d’un
proglottis gravide. E : (Euf enveloppé dans sa membrane hyaline.
ad : ouverture additionnelle ; ao : organe apical ; cm : musculature circulaire ; ¢s : poche du
cirre ; em : embryophore ; oe : enveloppe externe ; on : onchosphére ; ut : utérus ;
te : testicules ; va : vagin ; vi : follicules vitellins ; vs : sphincter vaginal
(d’apres de Chambrier et al., 2009).
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f. Cycle biologique
Barsonella lafoni a été récoltée chez deux espéces de poisson chat (Siluriformes :
Clariidae) du genre Clarias, C. gariepinus et C. anguillaris. D0 a sa récente description,

son cycle de développement est encore inconnu.

Cependant, selon Falavigna et al. (2003) le développement ontogénique des
Proteocephalidea débute par la dissémination des ceufs dans 1’ecau. Quand ceux-ci sont
ingérés par un hote intermédiaire, généralement un copépode aquatique, 1’oncosphére se
libere et péneétre dans la paroi du tube digestif de I’hote ou elle se transforme en
plérocercoide, puis en mérocercoide (Chervy, 2002). Lorsque le copépode est ingéré par
un poisson, la larve peut s’encapsuler ou non, ou peut se transformer en adulte si elle

pénétre dans la cavité intestinale de ce dernier.

g. Biogéographie

Barsonella lafoni a été récoltée chez Clarias gariepinus et C. anguillaris dans de
nombreuses localités africaines (de Chambrier et al., 2009), a savoir, 1I’Ethiopie (lacs
Langano et Zeway), le Soudan (Khartoum et barrage de Nubia), la Tanzanie (lac
Victoria) et le Zimbabwe (lac Chirero).
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11.1.4. Clestobothrium crassiceps (Rudolphi, 1819)

a. Hote : le merlu commun, Merluccius merluccius (Linnaeus, 1758) (Gadiformes,
Merluciidae) (Fig. 15)

Fig. 15. Merluccius merluccius

b. Localité de capture de I’hote : cote de Roses (Gironne, Espagne)

¢. Localisation dans I’hote : intestin

d. Systématique
- Embranchement : Plathelminthes
- Super-classe : Cercomeromorphae Bychowsky, 1937
- Classe : Cestoda Rudolphi, 1808
- Sous-classe : Eucestoda Southwell, 1930
- Ordre : Bothriocephalidea Kuchta et al., 2008
- Famille : Bothriocephalidae Blanchard, 1849
- Genre : Clestobothrium Luhe, 1899
- Clestobothrium crassiceps (Rudolphi, 1819)
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Les bothriocéphalidés sont parasites de vertébrés poikilothermes, spécialement de
poisson téléostéens (Kuchta & Scholz, 2007 ; Kuchta et al., 2008a). Cet ordre érige par
Kuchta et al. (2008a), a été proposé pour classer une partie des Plathelminthes qui
appartenaient initialement a I’ordre des « Pseudophyllidea ». Ainsi I’ancien ordre «
Pseudophyllidea » fut dissout et deux nouveaux ordres, Bothriocephalidea et
Diphyllobothriidea, furent érigés. Ces deux nouveaux ordres seraient différents aussi
bien du point de vue moléculaire, morphologique, qu’écologique (Brabec et al., 2006 ;
Kuchta, 2007 ; Kuchta & Scholz, 2007 ; Waeschenbach et al., 2007 ; Kuchta et al.,
2008a,b). L’ordre des Bothriocephalidea comporte 4 familles (Bothriocephalidae,
Echinophallidae, Philobythiidae and Triaenophoridae) et 46 genres (Kuchta et al.,
2008b) répartis comme suit : 14 Bothriocephalidae, 8 Echinophallidae, 2 Philobythiidae

et 22 Triaenophoridae.

Clestobothrium crassiceps est ’espéce type du genre et appartient a la famille des
Bothriocephalidae. Le genre Clestobothrium a été traditionnellement caractérise, entre
autres aspects, par la présence d’un scolex ovale ou sphérique dépourvu de disque apical
et doté de deux bothries profondes (Kuchta et al., 2008b). Cependant, nos observations
par microscopie électronique a balayage montrent la présence de ce disque apical. En
outre, la description récente de deux nouvelles especes du genre Clestobothrium (C.
cristinae et C. splendidum) montre aussi la présence de cette structure apicale (Gil de
Pertierra et al., 2011).

e. Morpho-anatomie

Les « Pseudophyllidea » sont caractérisés par la présence de deux bothries (Schmidt,
1986 ; Khalil et al., 1994). La bothrie est un organe d’attachement formé par des sillons
(ou dépressions) longitudinaux de différentes formes et profondeurs, situés sur les faces
dorsale et ventrale du scolex (Figs. 16A, 17A).

Chez Clestobothrium crassiceps, le strobile est craspédote avec des proglottis plus
larges que longs (Figs. 16D, 17B). Le scolex, de forme ovale a sphérique, est globuleux.
Il présente des bothries profondes et un disque apical (Fig. 16A,B). Le cou est absent.

Les testicules sont médullaires et disposés en deux rangées latérales, continues entre les
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proglottis. La poche du cirre est petite, ovale et contient une vésicule séminale interne.
Le cirre est inerme. Le pore génital est médian. L’ovaire est allongé, transversal et
bilobé. Le vagin est postérieur a la poche du cirre. Les follicules vitellins sont corticaux
et continus autour des marges latérales du proglottis (Fig. 17B). L utérus est ovale. Le
conduit utérin est sinueux ou éelargi au niveau des proglottis gravides et le pore utérin est
Iégerement sub-médian (Figs. 16D, 17B). Au moment de la ponte, les ceufs ne sont ni
embryonnés ni operculés. lls mesurent 70,14 um de long et 42,95 um de diametre. Ils
deviennent operculés, 3 a 4 jours avant 1’éclosion qui a lieu entre le 11° et le 13° jour

apres la ponte. Ensuite est libéré le coracidium (larve ciliée arrondie d’environ 46,2 pum

de diametre).

-

Fig. 16. Microscopie électronique a balayage de Clestobothrium crassiceps Rudolphi, 1819.
A : Scolex. B : Détail du disque apical.
C : Détail des microtriches au niveau du scolex. D : Proglottis mQr
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Fig. 17. Morphologie de Clestobothrium crassiceps Rudolphi, 1819.
A : Scolex. B : Proglottis mar.
msp : musculature du sphincter
(d’apres Gil de Pertierra et al., 2011).

f. Cycle biologique

Clestobothrium crassiceps a été récoltée chez de nombreuses espéces de poissons
téléostéens du genre Merluccius (Azzouz Draoui & Maamouri, 1997 ; Gil de Pertierra et
al., 2011).

Le cycle biologique est encore inconnu. On sait seulement que les ceufs se développent
dans I’eau et qu’ils libérent des coracidiums (larves hexacanthes) (Azzouz Draoui &
Maamouri, 1997).

g. Biogéographie

La distribution geographique de Clestobothrium crassiceps n’est pas trés bien connue.
Cependant, la présence de 1’espéce a été signalée dans 1’Atlantique nord et sud, dans
I’Océan Pacifique (Chilie), sur la cote Atlantique de la France, mais aussi sur les cotes
méditerranéennes de 1’Espagne (Girona) et du golf de Tunis (Tunisie) (Azzouz Draoui

& Maamouri, 1997 ; Kuchta et al., 2008b ; Gil de Pertierra et al., 2011).
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11.1.5. Echinobothrium euterpes (Neifar et al., 2001)

a. Hote : la raie guitare, Rhinobatos rhinobatos (Linnaeus, 1758) (Rajiformes,
Rhinobatidae) (Fig. 18)

Fig. 18. Rhinobatos rhinobatos
b. Localité de capture de I’hote : cbte de Zarzis, Tunisie
c. Localisation dans I’hote : valvule spirale

d. Systématique
- Embranchement : Plathelminthes
- Super-classe : Cercomeromorphae Bychowsky, 1937
- Classe : Cestoda Rudolphi, 1808
- Sous-classe : Eucestoda Southwell, 1930
- Ordre : Diphyllidea van Beneden dans Carus, 1863
- Famille : Echinobothriidae Perrier, 1897
- Genre : Echinobothrium van Beneden, 1849
- Echinobothrium euterpes (Neifar et al., 2001)

90



Chapitre IT : Matériel et méthodes

La phylogénie de I’ordre des Diphyllidea a été trés contreversée pendant de longues
années. Selon I’ceuvre de Khalil et al. (1994), I’ordre des Diphyllidea compterait trois
familles : Echinobothriidae, Ditrachybothridae et Macrobothridiidae. Cette division
taxonomique flt assez stable et était acceptée par la majorité des systématiciens
(Hoberg et al., 1997, 1999, 2001 ; Mariaux, 1998 ; Caira et al., 1999 ; Olson et al.,
2001). Cependant, Tyler (2006) fit une réorganisation des espéces de 1’ordre et proposa
dans sa monographie la suppression de la famille Macrobothridiidae, considérant
comme valide les deux autres familles. Ainsi toutes les especes de Macrobothridiidae
furent transférées dans la famille des Echinobothriidae. Par conséquent, selon Tyler
(2006) I’ordre des Diphyllidea renferme deux familles, deux genres et 38 especes
(Tyler, 2006 ; Ivanov & Lipshitz, 2006). Parmi les 38 especes décrites, 36 appartiennent
au genre Echinobothrium, dont cing sont parasites de requins et 31 sont parasites de
raies. Depuis la révision de Tyler (2006), six espéces additionnelles ont été décrites
(lvanov & Lipshitz, 2006 ; Li & Wang, 2007 ; Twohig et al., 2008 ; Kuchta & Caira,
2010).

Echinobothrium euterpes, a été précédemment décrite sous le nom de Macrobothridium
euterpes par Neifar et al. (2001). Elle parasite la valvule spirale de la raie guitare,

Rhinobatos rhinobatos.

e. Morpho-anatomie

Chez les Diphyllidea, le scolex présente deux bothridies (une ventrale et une dorsale),
un rostre et un pédoncule céphalique (Caira et al., 1999 ; Faliex et al., 2000 ; Neifar et
al., 2001).

Echinobothrium euterpes présente un scolex bipartite dont I’apex est couvert de longs
filitriches (Fig. 19A). Les crochets forment deux rangées, de 16 a 20 unités. Leur taille
augmente graduellement vers le centre des bothridies. Les testicules (27 a 46) sont
disposés en 2 a 3 colonnes, en avant de la poche du cirre. Le canal déférent est antérieur
a la poche du cirre piriforme (Fig. 19B). La glande de Mebhlis est en position dorsale par

rapport & I’ovaire. Le vagin est Situé en arriére du pore genital, en position médio-
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ventrale. L utérus est sacciforme et présente une paroi épaisse durant les premiers stades
de developpement. Le vitellus forme sur les deux bords latéraux des proglottis, une
couche continue qui s’interrompt au niveau de 1’ovaire en forme de « H » (Fig. 19B).

Les ceufs sont arrondis et mesurent 24 a 30 mm de diamétre.

Fig. 19. Morphologie de Echinobothrium euterpes (Neifar et al., 2001).
A : Ver entier. B : Proglottis mQr (d’aprés Neifar et al., 2001)
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f. Cycle biologique
Les Diphyllidea sont parasites d’élasmobranches. Leurs larves se développent dans des
invertébrés marins. Leur cycle est encore inconnu. On pense qu’il se déroulerait comme

suit :

L’ceuf embryonné, évacué avec les dejections de 1’hote définitif, puis, ingéré par un
amphipode ou un copépode marin, donne naissance a une larve procercoide.
L’amphipode ou le copépode infesté est consommeé par un second héte intermédiaire qui
peut étre un crabe ou une crevette. Les procercoides se transforment alors en larves
plérocercoides. Le second héte intermédiaire est ingéré, soit par un téléostéen (troisieme
hote, dans ce cas paraténique), soit directement par un élasmobranche (hote définitif)
(Fig 20).

Héte défimtif
RAJIDAE

MYLIOBATIDAE
RHINOBATHIDAE

Adulte

3°me Hjte N
intermediaire? : 1¢ H'o‘ge.
intermédiaire
AMPHIPODE
COPEPODE

Procercoide

(paraténique)

TELEOSTEEN
Plérocercoide

2¢me Hote
intermediaire

CRABE
CREVETTE

Plérocercoide

Fig. 20. Cycle hypothétique d’un Diphyllidea (d’apres Tyler, 2006)
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g. Biogéographie
Echinobothrium euterpes a été signalée uniquement dans deux localités, Zarzis et Sfax,

en Tunisie, lors de sa description originale par Neifar et al. (2001) (Fig. 21).
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0 20 40
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Fig. 21. Distribution géographique de Echinobothrium euterpes sur les c6tes tunisiennes.
(d’apres Tyler, 2006)
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11.1.6. Molluscotaenia crassiscolex (von Linstow, 1890)

a. Hote : la musaraigne carrelet ou musaraigne commune, Sorex araneus Linnaeus,
1758 (Soricomorpha, Soricidae) (Fig. 22)

T 2y ..._‘;-.‘_

Fig. 22. Sorex araneus
b. Localité de capture de I’hote : Réserve Naturelle de Py (Pyrénées francaises)

¢. Localisation dans I’héte : intestin

d. Systematique
- Embranchement : Plathelminthes
- Super-classe : Cercomeromorphae Bychowsky, 1937
- Classe : Cestoda Rudolphi, 1808
- Sous-classe : Eucestoda Southwell, 1930
- Ordre : Cyclophyllidea van Beneden dans Braun, 1900
- Famille : Dilepididae Raillet & Henry, 1909
- Genre : Molluscotaenia Spasskii & Andreiko, 1971
- Molluscotaenia crassiscolex von Linstow, 1890
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De tous les groupes de cestodes parasites, 1’ordre des Cyclophyllidea représente le plus
diversifié (plus de 3000 espéces, environ 380 genres et 18 familles) (Georgiev, 2003). Il
renferme un grand nombre d’especes essentiellement parasites d’hotes terrestres et
aquatiques. Les espeéces de 1’ordre sont rencontrées dans le systéme intestinal de
presque tous les taxons hormis les poissons téléostéens et chondrichtyens. Plusieurs
cyclophyllidés ont un cycle totalement terrestre, néanmoins les membres de quelques
familles peuvent étre rencontrés en milicu d’eau douce, et ils sont presque absents de
1I’écosysteme marin (Hoberg, 1986). Cet ordre présente un grand intérét économique et
sanitaire car non seulement renferme des espéces parasites d’humains, mais aussi
d’oiseaux et de mammiféres d’intérét agricole. La famille des Dilepididae présente
également une grande diversité taxonomique. Elle renferme environ 100 genres (Bona,
1994) et 500 espéces (Matevosyan, 1963 ; Schmidt, 1986). Cependant, ils sont plus
répandus chez les oiseaux et tres peu se rencontrent chez les petits mammiferes

(Insectivora, Chiroptera, Lagomorpha et Rodentia) (Georgiev et al., 2006).

e. Morpho-anatomie

Les membres de la famille sont généralement caractérisés par leur complexe rostellaire
constitué par un rostre, une poche rostellaire et deux rangées de 16 a 20 crochets. Le
scolex présente 4 ventouses (Fig. 23A,B). Le strobile est réduit et contient des proglottis

fortement craspédotes.

Chez Molluscotaenia crassiscolex, le nombre de testicules peut atteindre 300. Ils sont
disposés, dans les proglottis mdrs, en arriere de I’ovaire. Les proglottis mdrs sont
dépourvus de vésicule séminale. Le canal déférent est transversal et trés pelotonné. La
poche du cirre est petite et de situation antérieure. Le cirre présente de nombreuses
petites épines. L’ovaire est bilobé et situé dans la partie antérieure de la médulle, sous la
poche du cirre. L’utérus est ventral ; au debut trés réticulé, elle devient sacciforme et

profondément lobulé.
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Fig. 23. Morphologie de Molluscotaenia crassiscolex (von Linstow, 1890).
A : Scolex. B : Crochet (d’aprés Khalil et al., 1994)

f. Cycle biologique

Les Dilepididae sont généralement parasites intestinaux d’oiseaux, mais quelques
genres peuvent parasiter de petits mammiféres sylvestres. Ils sont dihétéroxenes. Leur
cycle inclut un héte intermédiaire qui peut étre un annélide, un mollusque ou un
arthropode (Georgiev et al.,, 2006). Molluscotaenia crassiscolex parasite les

musaraignes du genre Sorex.

Le cycle débute par I’élimination des ceufs avec les féces de la musaraigne dans le
milieu extérieur. Ingérés par un gastéropode terrestre du genre Arion (Kisielewska,
1958 ; Jourdane, 1972 ; Genov, 1984), les ceufs poursuivent leur développement et
donnent des métacestodes. Ces derniers deviennent des adultes dans 1’intestin de la

musaraigne (Fig. 24).
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DEFINITIVE HOST

INTERMEDIATE HOST ENVIRONMENT

Fig. 24. Cycle évolutif de Molluscotaenia crassiscolex.
A : musaraigne commune, Sorex araneus (hote définitif). B : cestode adulte. C : ceuf.
D : gastéropode terrestre Arion lusitanicus (h6te intermédiare). E-G : étapes consecutives du
développement du métacestode chez I’hote intermédiare.
G : monocysticercoide infestant (d’apres Georgiev et al., 2006)

g. Biogéographie

Les espéces du genre Molluscotaenia sont cosmopolites, mais, elles sont surtout
rencontrées dans le centre ouest de I’Eurasie, en coincidence avec la répartition de son
hote definitif, Sorex araneus (Fig. 25).
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Fig. 25. Distribution géographique de la musaraigne commune,
Sorex araneus
(extrait de la page de I’'TUCN (International Union for
Conservation of Nature)
http://www.iucnredlist.org/apps/redlist/details/29661/0/rangemap)
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I11.2. Préparation des cestodes pour leur étude ultrastructurale au microscope

électronique a transmission

La préparation du matériel pour 1’étude ultrastructurale est un procédé qui requiert une
précaution particuliere. 11 est important que les hotes soient fraichement morts et qu’ils
soient traités avec la plus grande rapidité possible, pour extraire les helminthes encore
vivants. Ce facteur est indispensable pour éviter une altération des structures internes du
dit parasite. Pour cela, dans la zone de capture on établit un laboratoire provisoire avec
les éléments essentiels a la dissection des hétes et a 1’extraction des cestodes : loupes
binoculaires, boites de Pétri, matériel de dissection élémentaire (pinces, bistouris,
ciseaux, aiguilles a manche, gants...), tubes et divers réactifs utilisés généralement en
helminthologie (solution saline, alcool 70°, 100°, eau distillée...), mais aussi spécifiques
pour la microscopie €électronique a transmission (cacodylate de sodium, glutaraldéhyde,

paraformaldéhyde...).

Une fois que les hotes arrivent au laboratoire improvise, ils sont rapidement disséqués.
Par la suite, les parasites extraits sont soumis a un traitement caracterisé par plusieurs
phases allant de la fixation a I’observation des coupes au microscope €lectronique a
transmission en passant par la déshydratation, I’inclusion, ['ultramicrotomie et le

contraste des coupes.

11.2.1. Fixation

Il s’agit d’une étape essentielle qui nécessite de travailler sur du matériel biologique
vivant. La méthode de fixation dépend du matériel a étudier et il est souvent nécessaire
de développer une technique spéciale pour s’assurer que le fixateur atteigne le tissu le

plus rapidement possible.
Les altérations de la structure fine débutent juste aprés la mort d’un organisme. Il est

ainsi indispensable d’utiliser des fixateurs dont la pénétration est rapide. En outre, il faut

aussi que la durée qui s’écoule entre la récolte du matériel et le début de la fixation soit
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la plus courte possible. Pour cela, la taille du matériel a fixer est trés importante. C’est
surtout a ce niveau que surviennent la plupart des problémes liés a la fixation. Pour la
majorité des tissus, il ne peut y avoir une fixation rapide et effective que sur une
profondeur avoisinant 0,25 mm. Ce qui signifie qu’il faut un volume de tissu inférieur
ou égal & 0,5 mm?® pour avoir une fixation uniforme et une postérieure inclusion correcte

du matériel.

Les fixateurs chimiques utilisés, généralement les aldéhydes et le tétroxyde d’osmium
pénétrent les tissus treés lentement. Il est donc nécessaire d’observer préalablement le
parasite afin de sélectionner et séparer les proglottis mdrs qui feront 1’objet de notre

étude.

La fixation proprement dite comprend deux étapes : la premiere fixation ou préfixation

et la post-fixation.

a. Préfixation

La préfixation est réalisée avec une solution de glutaraldéhyde ou un mélange de
glutaraldéhyde et de paraformaldéhyde. Ces aldéhydes ont pour réle de stabiliser les
composants protéiques. Pour notre étude, le fixateur choisi est le glutaraldéhyde.

La premiére fixation est donc faite avec une solution froide (4°C) de glutaraldéhyde a
2,5% dans du tampon cacodylate de sodium 0,1M a un pH de 7,4 pendant deux heures

minimum. Le matériel préfixé peut étre maintenu pendant de longues périodes.
b. Post-fixation
Avant de passer a la post-fixation, il est nécessaire de procéder a plusieurs ringcages (3

de 15 minutes chacun) avec du tampon cacodylate 0,1 M a pH 7,4.

Pour la post-fixation, on utilise du tétroxide d’osmium OsO4 & 1% dans du tampon

cacodylate 0,1 M a pH 7,4 pendant une heure.
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L’osmium est considéré comme le fixateur idéal, car il colore les composés lipidiques
(acides gras insaturés), stabilise les protéines et apporte un léger contraste en densifiant
les membranes. Cependant, c’est un produit toxique et trés dangereux. Ses vapeurs sont
nocives et peuvent provoquer des irritations. Son utilisation doit donc se faire avec une

extréme prudence sous une hotte aspirante (Fig. 26).

Comme pour la premiere fixation, apres la post-fixation, il est nécessaire de proceder a
plusieurs ringages (3 de 15 minutes chacun) avec du tampon cacodylate 0,1 M a pH 7,4

pour enlever I’excés d’osmium.

Fig. 26. Hotte aspirante pour la manipulation de I’osmium

Il est important de noter que les deux fixateurs sont de préparation extemporanée, et

peuvent se conserver un certain temps a 4°C.
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Le glutaraldéhyde se prépare a partir d’'une solution originale de glutaraldéhyde a 25%
et le tétroxide d’osmium a partir d’une solution originale a 4% dans de 1’eau bidistillée.
Ces deux solutions méres sont ensuite mélangées a de 1’eau bidistillée et a une solution
de cacodylate sodique 0,2 M ajustée a un pH 7,4 tel qu’il est détaillé dans les deux

tableaux qui suivent :

Glutaraldéhyde a 2,5 % dans du cacodylate 0,1 M a pH 7,4
1 ml de glutaraldéhyde a 25%

4 ml d’eau bidistillée

5 ml de tampon cacodylate 0,2M a pH 7,4

Tableau Ill. Préparation du fixateur

Tétroxide d’osmium & 1% dans du cacodylate 0,1M a pH 7,4

1 ml de tétroxide d’osmium a 4% dans de 1’eau bidistillée

2 ml d’eau bidistillée

4 ml de tampon cacodylate 0,2 M a pH 7,4

Tableau IV. Préparation du post-fixateur

11.2.2. Déshydratation

Cette étape est essentielle. Elle permet d’¢éliminer toutes traces d’eau dans les cellules.
Ainsi une fois le matériel fixé, on procede a la déshydratation. Cette derniére consiste a
soumettre les échantillons & des bains successifs d’éthanol de concentration croissante.

Elle se termine par un passage dans un bain d’une heure dans de I’oxyde de propyléne.

Le protocole de déshydratation suivi figure dans le Tableau V qui suit :
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Agent déshydratant Temps
Ethanol 50° 15 minutes
Ethanol 70° 15 minutes
Ethanol 80° 15 minutes
Ethanol 90° 15 minutes
Ethanol 96° 15 minutes
Ethanol 100° 2 x 30 minutes
Oxyde de propyléne 1 heure

Tableau V. Protocole de déshydratation

11.2.3. Inclusion

L’observation des coupes en microscopie électronique requiert la confection de coupes
ultrafines. Pour avoir de bonnes coupes il est nécessaire que les spécimens soient
imprégnés et inclus dans un milieu de densité similaire et que les tissus ne se separent
pas durant les coupes. L’inclusion est donc le résultat d’un processus de déshydratation
et de substitution de 1’oxyde de propyléne des tissus par une résine monomere dont la
polymérisation permet d’obtenir un support adéquat pour réaliser des coupes semifines

et ultrafines.

Dans notre travail nous utilisons la résine Spurr (Spurr, 1969). Cependant, il existe
d’autres types de résines telles que 1’Araldite ou I’Epon. Néanmoins, la résine Spurr est
tres appropriée pour les études en microscopie électronique car elle n’est pas miscible a
I’eau, ne change pas de volume au cours de la polymérisation, offre une faible viscosité

(60 cP a 25°C) et est stable sous les faisceaux d’électrons.

Toutefois, elle a I’inconvénient d’étre extrémement toxique et volatil, ce qui nécessite

une attention spéciale durant sa manipulation.

La composition de la résine Spurr est la suivante :
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Monomere :

Vinyl cyclohexene dioxide (ERL 4206)...........ccccoeviveveevieiienineiene 10¢
SIGMA V-3630

Additif :

Polypropylene glycol diglycid ether (DER Resin 736)..................... 609
SIGMA D-8165

Durcisseur :

(2-nonen-1-yl) succinic anhydride (NSA)......cccccevveiiiinienieieenn, 26 ¢
SIGMA N-7644

Accélérateur :

2-dimethylaminoethanol (DMAE S-1).......ccccoveiieviiieiieie e 0,49
SIGMA D-4256

Plastifiant :

Dibutyl phthalate (DBP).........cccceiieiiiie e 0,89
Durcupan ACM FLUKA 44614

Les composants ainsi listés sont soumis a une légere agitation avec un agitateur

magnétique pour éviter I’incorporation de bulles d’air.

Le but de I'infiltration étant de permettre une parfaite pénétration de la résine dans les
tissus du cestode et de maniére homogene, elle doit étre faite progressivement, avec des
concentrations croissantes de résine selon le processus suivant :

- 1 volume de résine Spurr et 3 volumes d’oxyde de propyléne en agitation pendant 2 h
- 1 volume de résine Spurr et 1 volume d’oxyde de propyléne en agitation pendant 3 h
- 3 volumes de résine Spurr et 1 volume d’oxyde de propyléne en agitation pendant 3 h
- Résine Spurr pure pendant 4-5 h

- Résine Spurr pure pendant 10 h

Ce processus d’infiltration se réalise dans une capsule embryonnaire avec une légére

agitation qui peut étre orbitale ou tangentielle (Fig. 27).
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Fig. 27. Agitateur orbital

Une fois ’infiltration terminée on procede a 1’inclusion dans la résine Spurr. Pour cela,
on utilise des moules de caoutchouc (Fig. 28). Chaque moule est dotée de petites poches
plates dans lesquelles sont d’abord placées des étiquettes portant chacune un numéro
identifiant. Les échantillons sont ensuite déposés un a un dans les poches préalablement
remplies de résine, tout en veillant a bien orienter le matériel afin de pouvoir gagner du

temps lors des coupes.

Les moules sont ensuite mis a polymériser a 60°C pendant 48 heures. On obtient ainsi
de petits blocs durs de résine dans lesquels le matériel biologique apparait fortement

coloré en noir par le tétroxyde d’osmium (Fig. 29).

Fig. 28. Moules de caoutchouc, apres Fig. 29. Blocs de résine
polymérisation des blogues de résine
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11.2.4. Microtomie et ultramicrotomie

Afin de préparer I’extrémité par ou se feront les coupes semifines, les blocs polymérises

sont taillés en pyramide grace au pyramitome Reichert TM-60 (Fig. 30).

Ce procéde vise a quitter 1’exces de résine entourant I’échantillon afin de faciliter les
coupes semifines. Les blocs ainsi préparés sont placés dans le porte objet de
I’ultramicrotome (Reichert-Jung Ultracut E) (Fig. 31).

Pour les coupes semifines (1um d’épaisseur), on utilise des couteaux de verre,
confectionnés a partir de barre de verre qui sont taillés avec un brise-verre (Glass
Knifemaker Leica EM KMR2) (Fig. 32).

Fig. 30. Pyramitome Fig. 31. Ultramicrotome Fig. 32. Brise-verre (Glass
(Reichert TM-60) (Reichert-Jung Ultracut E) Knifemaker Leica EM KMR2)

Il est nécessaire de monter sur chaque couteau de verre une petite alvéole grace a un
ruban métallique, adhésif et imperméable et de la paraffine. Cette derniére permet de
bien colmater 1’alvéole qui ultérieurement sera remplie d’eau. On pourra ainsi recueillir

les coupes qui flotteront a la surface de 1’eau.
Les coupes semifines obtenues sont fixées sur une lame, se teignent avec un mélange de

bleu de méthyléne & 0,5% et du borax a 0,5% et s’observent au microscope photonique,

afin de localiser la zone d’intérét (testicules, canal déférent) (Fig. 33). Une fois la zone
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désirée localisée, il est parfois nécessaire de repyramider le bloc afin d’amoindrir la

surface de coupe avant de procéder aux coupes ultrafines.

Fig. 33. Exemples de coupes semifines (cas de Clestobothrium crassiceps) apres coloration,
montrant les zones testiculaire (en rouge) et vésiculaire (en jaune).
A : Coupe semifine montrant des testicules et la vésicule séminale en coupe.
B : Agrandissement de la zone vésiculaire montrant les spermatozoides sous forme de filaments
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Les coupes ultrafines de 1’ordre de 60-90 nm d’épaisseur sont effectuées avec le méme
ultramicrotome, mais cette fois ci en utilisant un couteau de diamant. Cependant, le
principe de base reste le méme. Les coupes ultrafines sont recueillies sur une petite
grille circulaire en cuivre de 200 mesh. Dans le cas ou le matériel est trés fragile, les
grilles en cuivre sont substituées par des grilles en or recouvertes d’'une membrane de
carbone ou de plastique. Ces grilles servent de support aux coupes pour leur observation

au microscope électronique a transmission.

11.2.5. Contraste des coupes ultrafines

Avant leur observation au microscope, les coupes ultrafines doivent étre contrastées afin
de mettre en exergue les différents composants des tissus. Ainsi, les divers constituants
des cellules apparaitront avec différents gradients de contraste en fonction de leur
intensité d’imprégnation. Pour cela, on utilise des sels de meétaux lourds (acétate
d’uranyle et citrate de plomb) selon la méthode de Reynolds (1963) :

- 30 minutes dans de 1’acétate d’uranyl (solution aqueuse a 2%) a 1I’obscurité

- ringage des grilles avec de 1’eau ultrapure

- 10 minutes sur une goutte de citrate de plomb dans une boite hermétique et

avec des pastilles de soude

- ringage des grilles avec de 1’eau ultrapure

Cependant, il faut faire trés attention quant a la manipulation de ces produits, surtout
I’acétate d’uranyle qui est une substance toxique et faiblement radioactive. De plus,
cette technique est souvent délicate a mettre en ceuvre car I’acétate d’uranyle précipite
tres rapidement a la lumiére et le citrate de plomb se transforme en carbonate en

présence du dioxyde de carbone.
Une fois les grilles contrastées, on peut passer a leur observation au microscope

électronique a transmission. Dans notre cas on utilise le microscope électronique a
transmission JEOL 1010 (Fig. 34) avec un voltage de 80 Kv.
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Fig. 34. Microscope électronique a transmission JEOL 1010

Les grilles sont placées sur un porte objet qui est introduit dans le microscope en
respectant les vides d’air. Le filament est alors allumé et on obtient un faisceau
d’électrons qui traverse les coupes ultrafines. En ce moment, il est donc possible de

reconnaitre les différents constituants cellulaires.

Le microscope est relié a un écran ou apparaissent les photos prises en format TIFF.

11.2.6. Mise en évidence des polysaccharides : technique de Thiéry

La technique de Thiéry (1967) permet le marquage du glycogéne, des
mucopolysaccharides et des glycoprotéines intracellulaires. Elle est donc tres indiquée
pour détecter ou identifier le glycogéne contenu dans les spermatozoides. Dans ce cas,
les coupes ultrafines doivent étre recueillies sur des grilles en or. Cependant, il est
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important de remarquer que la méthodologie appliquée dans ce présent mémoire est une

légére modification de la technique de Thiéry.

Les grilles sont d’abord mises dans une solution d’acide périodique a 10% (dans de
I’eau bidistillée) pendant 30 minutes. Ensuite, elles subissent 3 lavages successifs de 10
minutes avec de I’eau bidistillée. Apres les lavages, les grilles sont ensuite mises dans
une solution de thiocarbohydrazide (TCH) a 0,2% en acide acétique a 20% pendant 24
heures. Nous avons appliqué cette durée afin de pouvoir mettre en évidence les
mucopolysaccharides et le glycogéne. Une durée de 30-45 minutes aurait permis de
mettre en évidence seulement la présence de glycogéne ; et une durée de 48-72 heures

aurait permis de mette en évidence la présence des glycoprotéines.

Apres le TCH, les grilles sont lavées a nouveau dans de I’acide acétique a différentes
concentrations, puis dans de I’eau bidistillée suivant les détails indiqués dans le
Tableau VI :

Lavages Durée

Acide acétique a 10% 2 rapides (moins d’une minute)
Acide acétique a 10% 2 X 15 minutes

Acide acétique a 5% 2 X 5 minutes

Acide acétique a 1% 2 X 5 minutes

Eau bidistillée 3 x 10 minutes

Lavage goutte a goutte avec de I’eau bidistillée | 1 rapide (moins d’une minute)

Tableau V1. Détails des différents lavages apres le TCH

Ensuite, elles sont placées dans une solution de protéinate d’argent a 1% (dans de I’eau
bidistillée) durant 30 minutes et a I’obscurité. 1l est important de noter que la solution de
protéinate d’argent a 1% doit étre preparée 20 a 30 minutes avant son utilisation et que
la poudre de protéinate d’argent est déposée a la surface de I’eau, sans agitation. Il est

¢galement nécessaire de garder la solution a I’abri de la lumiére.
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Les grilles sont finalement rincées a I’cau bidistillée (6 x 10 minutes), pour éviter la
précipitation de la solution de protéinate d’argent, et finalement séchées a 1’aide d’un

papier filtre avant de procéder a leur observation.
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CHAPITRE Il : RESULTATS

Les principaux resultats obtenus sur I’étude ultrastructurale de la spermiogenése et/ou
du spermatozoide de six especes de cestodes appartenant a six ordres sont réunis dans

six publications, parues ou a paraitre dans des revues internationales.

Chaque article en anglais est précédé de son résumé détaillé en frangais. Les six articles

sont les suivants :

Marigo A.M., Eira C., B4 C.T. & Miquel J. (2011). Spermatological characters of
Acanthobothrium crassicolle Wedl, 1855 (Tetraphyllidea, Onchobothriidae), a parasite

of the common stingray Dasyatis pastinaca. Acta Parasitologica, 56(2) : 191-201.

Marigo A.M., Caira J., Swiderski Z., B C.T. & Miquel J. (2011). Spermiogenesis
and ultrastructure of the spermatozoon of the trypanorhynch cestode Aporhynchus
menezesi (Aporhynchidae), a parasite of the velvet belly lanternshark Etmopterus spinax

(Elasmobranchii : Etmopteridae). Folia Parasitologica, 58(1) : 69-78.

Marigo A.M., Levron C., B4 C.T. & Miquel J. (2011). Ultrastructural study of
spermiogenesis and the spermatozoon of the proteocephalidean cestode Barsonella
lafoni de Chambrier et al., 2009, a parasite of the catfish Clarias gariepinus (Burchell,

1822) (Siluriformes, Clariidae). Zoologischer Anzeiger (sous presse).

Marigo A.M., Delgado E., Torres J., Ba C.T. & Miquel J. (2011). Spermiogenesis
and spermatozoon ultrastructure of the bothriocephalidean cestode Clestobothrium
crassiceps (Rudolphi, 1819), a parasite of the teleost fish Merluccius merluccius
(Gadiformes : Merlucciidae). Parasitology Research, 109 (sous presse).

Marigo A.M., Eira C., B4 C.T. & Miquel J. (2011). Spermiogenesis and
spermatozoon ultrastructure of the diphyllidean cestode Echinobothrium euterpes
(Neifar, Tyler and Euzet 2001) Tyler 2006, a parasite of the common guitarfish
Rhinobatos rhinobatos. Parasitology Research, 109(3) : 809-821.
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Marigo A.M., Ba C.T. & Miquel J. (2011). Spermiogenesis and spermatozoon
ultrastructure of the dilepidid cestode Molluscotaenia crassiscolex (von Linstow, 1890),

an intestinal parasite of the common shrew Sorex araneus. Acta Zoologica (Stockholm),

92(2) : 116-125.
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I11.1. Caracteres spermatologiques de Acanthobothrium crassicolle Wedl, 1855
(Tetraphyllidea, Onchobothriidae), parasite de la raie commune, Dasyatis

pastinaca

Résumé

Le processus de la spermiogenése chez Acanthobothrium crassicolle débute par la
formation d’une zone de différenciation contenant deux centrioles, associés chacun a
une racine striée et séparés par un corps intercentriolaire. Ce dernier est constitué d’une
seule bande opaque aux électrons. Les deux centrioles donnent naissance a deux
flagelles libres qui croissent orthogonalement a I’expansion cytoplasmique médiane.
Ultérieurement, ils entament une rotation flagellaire et finissent par étre en position
paralléle a I’expansion cytoplasmique. Apres la rotation, seul un des flagelles continue a
croitre, ce qui donne un flagelle court et un long. Les flagelles vont finalement fusionner
avec ’expansion cytoplasmique médiane. Durant les stades terminaux de la
spermiogenése, le noyau devient filiforme et migre dans le corps spermatique.
Finalement, I’anneau de membranes arquées s’étrangle et le spermatozoide se libére du
cytoplasme résiduel. L’organisation ultrastructurale du spermatozoide de A. crassicolle
suit le modéle général décrit chez les Tetraphyllidea-Onchobothriidae, mais présente
quelques différences. Le spermatozoide mdr de A. crassicolle est filiforme, effilé aux
deux extrémités et dépourvu de mitochondrie. Il contient deux axonemes de longueur
inégale, de type 9+°1”, un noyau, des microtubules corticaux paralleles et des granules
de glycogene. L’extrémité antérieure contient un seul corps en créte, enroulé autour
d’un long et fin cone apical. Un tel cone apical n’a jamais été décrit dans un
spermatozoide de Tetraphyllidea. Une autre particularit¢ est la présence d’un

microtubule dense aux électrons dans le sommet externe du corps en créte.

Mots clés : Acanthobothrium crassicolle, Onchobothriidae, Tetraphyllidea, Cestoda,

ultrastructure, spermiogeneése, spermatozoide
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Abstract

We describe the spermiogenesis process and the ultrastructural characters of the spermatozoon of Acanthobothrium crassicolle
by means of transmission electron microscopy, including cytochemical analysis for glycogen. Spermiogenesis in A. crassicolle
begins with the formation of the differentiation zone that contains two centrioles associated with striated rootlets and an inter-
centriolar body. The latter is formed by one electron-dense layer. The centrioles develop into two free flagella that first grow
orthogonally to a median cytoplasmic process and then undergo flagellar rotation becoming parallel to that median cytoplas-
mic process. After flagellar rotation only one of the flagella completes its growth and both short and long flagella undergo
proximodistal fusion with the median cytoplasmic process. In the final stages of spermiogenesis, the nucleus becomes filiform
and migrates into the spermatid body. Later, the ring of arched membranes constricts and the spermatozoon is liberated from
the residual cytoplasm. The ultrastructural organization of the spermatozoon of 4. crassicolle follows the general pattern of sper-
matozoa of the other Tetraphyllidea-Onchobothriidae species, but exhibits some differences. It is filiform, tapered at both ex-
tremities and lacks mitochondrion. It contains two axonemes of unequal length showing the 9 + “1” pattern of Trepaxonemata,
a nucleus, parallel cortical microtubules and electron-dense granules of glycogen. The anterior extremity of the male gamete
contains a single crested body surrounding a thin and long apical cone. This type of apical cone has never been described in a
tetraphyllidean spermatozoon. Another particularity is the presence of a single electron-dense microtubule at the vertex of the
crested body.

Keywords
Acanthobothrium crassicolle, Onchobothriidae, Tetraphyllidea, Cestoda, ultrastructure, spermiogenesis, spermatozoon

Introduction

The order Tetraphyllidea includes species that live essentially
in the spiral valve of Elasmobranches (i.e., sharks and rays) but
also in their sister group, the Holocephali (chimaeras). Euzet
(1994) recognized eight families (Cathetocephalidae, Lito-
bothriidae, Disculicipitidae, Prosobothriidae, Dioecotaeniidae,
Onchobothriidae, Phyllobothriidae and Chimaerocestidae), all
monogeneric except for the Phyllobothriidae and the On-
chobothriidae. A phylogenetic analysis (Caira ef al. 1999) re-
vealed that tetraphyllideans are not monophyletic. In fact, while
the family Onchobothriidae is a monophyletic group the fam-
ily Phyllobothriidae is not monophyletic. Also according to the

same analysis the uniloculate species are basal to the multiloc-
ulate, so the genus Acanthobothrium represents a basal on-
chobothriid lineage. Concerning the monogeneric families, the
analysis of Caira et al. (1999) corroborates the recognition of
the Litobothriidae although the validity and correct placement
of Prosobothriidae, Dioecotaeniidae and Chimaerocestidae are
not resolved for these authors. Finally, Caira et al. (1999) ques-
tioned whether the Cathetocephalidae and the Disculicipitidae
represented two different families. More recent molecular data
(Caira et al. 2005) corroborated the recognition of the order
Cathetocephalidea erected by Schmidt and Beveridge (1990).
According to the molecular analysis of Olson ef al. (2001) the
Tetraphyllidea are separated in four groups: the Rhinebothri-
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Fig. 1. TEM micrographs of the spermiogenesis of Acanthobothrium crassicolle. A. Longitudinal sections of the zone of differentiation
showing the centrioles, the intercentriolar body and the striated rootlets. B. Longitudinal section of the zone of differentiation showing the
flagellar rotation of the flagella towards the median cytoplasmic process. C. Detail of the intercentriolar body showing the single electron-
dense plate. D. Longitudinal section of the spermatid showing the parallel flagella, before the proximodistal fusion. E. Longitudinal section
of'a spermatid during the penetration of the nucleus and after the flagellar fusion showing the striated rootlets and one of the axonemes in an
advanced stage of spermiogenesis. Abbreviations to all figures: AC — apical cone, AM — arched membranes, ASE — anterior spermatozoon
extremity, Ax — axoneme, Ax1 — first axoneme, Ax2 — second axoneme, C — centrioles, C1 — first centriole, C2 — second centriole, CB — crested
body, CM — cortical microtubules, D — doublets, F — flagellum, F1 — first flagellum, F2 — second flagellum, G — granules of glycogen,
IB — intercentriolar body, MCP — median cytoplasmic process, N — nucleus, PM — plasma membrane, PSE — posterior spermatozoon
extremity, S — singlets, SR — striated rootlets
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inae, the Phyllobothriidae, the Onchobothriidae and the genus
Acanthobothrium. Moreover, it is interesting to remark the
close relationships between Acanthobothrium and the Proteo-
cephalidea (see Olson ef al. 2001 and Waeschenbach et al.
2007).

In the last decades there is an important increase in the ul-
trastructural studies on spermatology of Platyhelminthes in
general and cestodes in particular (see the review papers of
Justine 1998, 2001; Levron et al. 2010). It is now widely ac-
cepted that ultrastructural spermatological characters con-
tribute to a better understanding of relationships within the
Platyhelminthes (Euzet et al. 1981; Justine 1991, 1995, 1998,
2001; Hoberg et al. 1997,2001; Olson et al. 2001; Brunanska
2010; Levron ef al. 2010). To our knowledge, there are ultra-

structural data on the spermiogenesis and/or spermatozoon of
four onchobothriids. These are Acanthobothrium filicolle var.
filicolle, Acanthobothrium filicolle var. benedeni, Onchobo-
thrium uncinatum and Calliobothrium verticillatum (Mokhtar-
Maamouri and Swiderski 1975, Mokhtar-Maamouri 1982,
Quilichini et al. 2007). Considering the phyllobothriids, there
are data on another four species namely Phyllobothrium
gracile, Trilocularia acanthiaevulgaris, Pseudanthobothrium
hanseni and Phyllobothrium lactuca (Mokhtar-Maamouri
1979, MacKinnon and Burt 1984, Mahendrasingam et al.
1989, Séne et al. 1999).

In the present paper, ultrastructural characters of spermio-
genesis and those of the mature spermatozoon of the on-
chobothriid Acanthobothrium crassicolle, an intestinal para-
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Fig. 2. Schematic drawing showing the main stages of spermiogenesis of Acanthobothrium crassicolle
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Fig. 3. TEM micrographs of the Region I of the spermatozoon of Acanthobothrium crassicolle. A. Longitudinal section showing the apical
cone surrounded by the crested body. B. Detail of the anterior spermatozoon extremity in a longitudinal section. C. Cross-section at the level
of the apical cone before the appearance of the crested body showing the presence of microtubules (arrowhead). D. Cross-section showing a
detail of the crested body containing a cortical microtubule (arrowhead) in the exterior vertex. E. Longitudinal section at the level of the first
centriole showing the apical cone, the crested body, the first axoneme and the cortical microtubule (arrowheads) in the exterior vertex of the
crested body. F. Longitudinal section showing the transition area between Regions I and II. G. Two cross-sections at the level of the apical
cone showing a row of electron-dense cortical microtubules and the crested body. H. Cross-section at the level of the first centriole. I. Cross-
section showing the first axoneme and the arc-like row of 10 electron-dense cortical microtubules
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Fig. 4. TEM micrographs of the Regions 11, III and IV of the spermatozoon of Acanthobothrium crassicolle. A. Longitudinal section of Re-
gion II showing the transition area between the region with one axoneme and the region with two axonemes. Remark the appearance of the
second axoneme. B. Cross-sections of Region II showing the first axoneme coiled by the arc-like row of 10 electron-lucent cortical micro-
tubules. C. Cross-section of Region I showing the appearance of granules of glycogen. D. Cross-section of Region II showing two axonemes.
E. Cross-section of the nuclear region (Region III). F. Longitudinal section of Region IV showing the disorganization of the first axoneme
(arrowhead). G. Cross-section of Region IV showing the disorganization of the first axoneme. H. Cross-section at the end of Region IV after
the disappearance of the first axoneme. I. Cross-section of the posterior area of Region IV showing the axoneme surrounded by the plasma
membrane. J. Cross-section at the posterior end of the spermatozoon showing the disorganisation of the last axoneme
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site of the common stingray (Dasyatis pastinaca) are com-
pared with those of previously studied species belonging to
the order Tetraphyllidea.

Materials and methods

Adult specimens of Acanthobothrium crassicolle were re-
moved from the spiral valve of the common stingray Dasyatis
pastinaca, caught off Sidi Mansour (Tunisia) in October 2007.

Living worms were cooled in 0.9% NaCl solution and then
the mature proglottids were processed for TEM examination:
fixed at 4°C in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer
at pH = 7.4, for 2 h, rinsed in the same buffer, postfixed at 4°C
in 1% osmium tetroxide for 1 h, rinsed in the same buffer, de-
hydratated in an ethanol series and propylene oxide, and fi-
nally embedded in Spurr. Ultrathin sections were cut using a
Reichert-Jung Ultracut E ultramicrotome, placed on copper
grids and double-stained with uranyl acetate and lead citrate.
The grids were examined in a JEOL 1010 transmission elec-
tron microscope operated at an accelerating voltage of 80 kV.

The Thiéry (1967) technique was applied for detection of
glycogen. Ultrathin sections, collected on gold grids, were
treated in periodic acid, thiocarbohydrazide and silver proteinate
(PA-TCH-SP) as follows: 30 min in 10% of PA, rinsed in dis-
tilled water, 24 h in TCH, rinsed in acetic solutions and distilled
water, 30 min in 1% SP in the dark, and rinsed in distilled water.

Results
Spermiogenesis

Spermiogenesis in A. crassicolle is illustrated in Figures 1A-
E and 2A-E. The beginning of spermiogenesis is character-
ized by the formation of small protrusions that appear at the
periphery of the common cytoplasmic mass of spermatids.
These areas, named zones of differentiation, are bordered by
a field of cortical microtubules and contain two centrioles sit-
uated in the same plane (Fig. 1A). These centrioles are asso-
ciated to striated rootlets and initially they are oriented
perpendicularly to the intercentriolar body, which is formed
by one electron-dense layer (Fig. 1A, C). The centrioles de-
velop two flagella that soon initiate their flagellar rotation
(Fig. 1B), becoming parallel to the median cytoplasmic
process. One of the flagella completes its growth only in later
stages of spermiogenesis after flagellar rotation (Fig. 1D).
After the proximodistal fusion of the flagella with the median
cytoplasmic process, a cone-like expansion of the nucleus ex-
tends towards the striated rootlets (Fig. 1D). The nucleus be-
comes filiform and initiates its migration pushing the striated
rootlets beyond the ring of arched membranes (Fig. 1E). It is
interesting to note that these striated rootlets are absent in the
spermatozoon liberated after the constriction of the ring of
arched membranes.

Spermatozoon

The ultrastructural organi-
zation of the mature sper-
matozoon of A. crassicol-
le is illustrated in Figures
3A-1, 4A-J, 5 and 61-1V.
The male gamete is a fili-
form cell that lacks mito-
chondrion. From the an-
terior to posterior extrem-
ities, we have distingui-
shed four regions (I to IV)
with distinctive ultrastruc-
tural characters.

Region I (Figs 3A-1, 6]) constitutes the anterior extremity
of the mature spermatozoon. The main characteristics of this
area are the presence of a long electron-dense apical cone and
a single electron-dense helical crested body with a maximum
thickness around 200 nm (Fig. 3A). The anterior part of this
area begins with a thin region without crested body (Figs 3B,
C) corresponding to the anterior spermatozoon extremity.
Later, the helical crested body appears, surrounding a part of
the apical cone and the portion of the cell containing the first
part of the axoneme (Fig. 3A, D-I). An incomplete row of sub-
membranous electron-dense and parallel cortical microtubules
also surrounds partially the apical cone (Fig. 3G). In cross-
sections the crested body shows a triangular form with an elec-
tron-dense microtubule at the apex. This single microtubule
appears in the anterior areas of the apical cone without crested
body (Fig. 3C-E). The thickness of the crested body decreases
progressively toward the end of region I (Fig. 3F). At the base
of the apical cone, the centriole becomes visible (Fig. 3A, E,
H). The axoneme, of the 9 + “1” trepaxonematan pattern, is par-
tially bordered by an arc-like row of 10 parallel electron-dense
cortical microtubules and by the crested body (Fig. 31).

Region II (Figs 4A-D, 5, 6l1) is characterised by the ab-
sence of the crested body. The anterior part of this region con-
tains only one axoneme (Fig. 4A, B). Posteriorly, the second
centriole is clearly visible showing the beginning of the sec-
ond axoneme (Fig. 4A). In the area presenting only one ax-
oneme the 10 cortical microtubules disposed in an arc-like
arrangement become electron-lucent (Fig. 4B). Later, a large
amount of glycogen granules appear forming a semi-circle
around the axoneme (Fig. 4C). The granules of glycogen per-
sist in the two-axoneme region but their disposition changes,
becoming distributed into two groups on each side of the ax-
onemes (Fig. 4C, D).

Region III (Figs 4E, 611I) corresponds to the nuclear area of
the mature spermatozoon. The two axonemes, cortical micro-
tubules and glycogen are still present. The nucleus is slightly
electron-dense and exhibits an irregular shape (Fig. 4E).

Region IV (Figs 4F-J, 61V) constitutes the postnuclear area
of the mature spermatozoon. In the anterior zone of the region
IV, one of the axonemes becomes disorganised (Fig. 4F, G):

Fig. 5. Thiéry’s staining to evidence
the presence of glycogen
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Fig. 6. Schematic drawing showing the ultrastructural organization of
the mature spermatozoon of Acanthobothrium crassicolle

the central core subsists and the peripheral doublets are trans-
formed into singlets (Fig. 4G). The disappearance of the first
axoneme marks the gradual decrease in the amount of glyco-
gen granules and cortical microtubules (Fig. 4H, I). The sec-
ond axoneme progressively disorganizes toward the posterior
extremity of the cell (Fig. 4J).

Discussion

Spermiogenesis

To date, there are ultrastructural data on the sperm of eight
Tetraphyllidea, although data on spermiogenesis was avail-

able for only five species (two Phyllobothriidae and three On-
chobothriidae): Phyllobothrium gracile, Phyllobothrium lac-

tuca, Acanthobothrium filicolle var. filicolle, Acanthoboth-
rium filicolle var. benedeni and Onchobothrium uncinatum
(Mokhtar-Maamouri and Swiderski 1975; Mokhtar-Maamouri
1979, 1982; Séne et al. 1999).

Ultrastructural studies have shown that tetraphyllideans
have the particularity of possessing two patterns of spermio-
genesis (I and IT) according to Ba and Marchand (1995). In
fact, tetraphyllideans include Phyllobothriidae species whose
spermatozoa contain one axoneme (except for P. lactuca and
T. acanthiaevulgaris, Mahendrasingam et al. 1989, Séne et al.
1999) and Onchobothriidae species whose spermatozoa con-
tain two axonemes (see Table I). In view of these ultrastruc-
tural data, the order Tetraphyllidea is certainly not mono-
phyletic.

In addition, all the Onchobothriidae studied to date follow
the type I spermiogenesis, with the presence of striated
rootlets, intercentriolar body, flagellar rotation and proxi-
modistal fusion, whereas in the Phyllobothriidae, P. gracile
exhibits the type II spermiogenesis and P, lactuca exhibits the
type I spermiogenesis. This variability in tetraphyllideans (see
Justine 2001 and Levron et al. 2010) emphasises the need for
additional data to confirm the pattern of spermiogenesis in this
order. The type of spermiogenesis is important in the inter-
pretation of relationships between the different orders of ces-
todes (Justine 1998, 2001; Levron et al. 2010).

In A. crassicolle, as in A. filicolle var. filicolle, the inter-
centriolar body consists of a single central electron-dense plate
with a narrow lighter plate on each side, while in A. filicolle
var. benedeni, P. lactuca and P. gracile there is a higher and
variable number of intercentriolar body plates (see Table I).
The absence and/or the strong reduction of the intercentriolar
body could represent a synapomorphic character for these
species (Hoberg et al. 1997, 1999, 2001; Justine 1998).

A particular characteristic found in the five Tetraphyllidea
previously studied is the persistence of the striated rootlets in
the body of the old spermatid after the proximodistal fusion
(Mokhtar-Maamouri and Swiderski 1975; Mokhtar-Maamouri
1979, 1982; Séne et al. 1999). This aspect is also evidenced in
two Proteocephalidea namely Proteocephalus torulosus and
Proteocephalus longicollis (Brunanska et al. 2003a, 2004a). In
the present study, striated rootlets were also observed in well-
developed spermatids after the proximodistal fusion and dur-
ing the migration of the nucleus.

Spermatozoon

Recently, on the basis of most important characters present in
the spermatozoon, Levron ef al. (2010) have been established
seven types of spermatozoa in the eucestodes. These seven
types are distinguished by the following characters: (1) the
number of axonemes (one or two), (2) the parallel or spiralled
pattern of cortical microtubules, (3) the parallel or spiralled
pattern of the nucleus, (4) the absence or presence of crested
bodies, (5) the absence or presence of a periaxonemal sheath,
and (6) the absence or presence of intracytoplasmic walls.
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Table I. Spermatological characters in tetraphyllidean cestodes
. . Spermiogenesis Spermatozoon References
Families and species
Type IB Type AC CB ArcCM G PSE

Onchobothriidae
Acanthobothrium crassicolle I 1 1I + + + + Ax present paper
Acanthobothrium filicolle I 5 1I + + + Ax Mokhtar-Maamouri and

var. benedeni Swiderski (1975)
Acanthobothrium filicolle I 1 11 + + + Ax Mokhtar-Maamouri (1982)

var. filicolle
Calliobothrium verticillatum 11 + + + + Ax Quilichini et al. (2007)
Onchobothrium uncinatum I I + + + Ax Mokhtar-Maamouri and

Swiderski (1975)

Phyllobothriidae
Phyllobothrium gracile I 4or5 v + + + N Mokhtar-Maamouri (1979)
Phyllobothrium lactuca 1 3 Séne et al. (1999)
Pseudanthobothrium hanseni v + + Ax MacKinnon and Burt (1984)
Trilocularia acanthiaevulgaris I + + + N Mahendrasingam et al. (1989)

AC — apical cone, ArcCM — arc-like row of cortical microtubules, CB — crested body, G — electron-dense granules, IB — intercentriolar body
(number of plates), PSE — posterior spermatozoon extremity, +, presence of considered character. Spermiogenesis types are considered ac-
cording to Ba and Marchand (1995). Spermatozoa types are considered according to Levron et al. (2010).

Considering this classification, within the Tetraphyllidea there
are two types of spermatozoon, the type II for the species be-
longing to the family Onchobothriidae and the type IV for the
species of the family Phyllobothriidae. Type Il spermatozoon
exhibits two axonemes and crested bodies, and it is also char-
acterized by the presence of parallel cortical microtubules and
parallel nucleus. Type IV spermatozoon is distinguished from
type II by the presence of one axoneme and by the spiralled
pattern of the nucleus (see Levron et al. 2010). Acanthoboth-
rium crassicolle presents a type Il spermatozoon as all the On-
chobothriidae tetraphyllideans studied to date.

In the tetraphyllidean cestodes, there is ultrastructural data
on the spermatozoon of seven species: A. filicolle var. bene-
deni, A. filicolle var. filicolle, C. verticillatum, O. uncinatum,
P. gracile, P. hanseni and T. acanthiaevulgaris (Mokhtar-
Maamouri and Swiderski 1975; Mokhtar-Maamouri 1979,
1982; MacKinnon and Burt 1984; Mahendrasingam et al.
1989 and Quilichini et al. 2007).

In tetraphyllideans, the apical cone was previously evi-
denced only in C. verticillatum (Quilichini et al. 2007). In
A. crassicolle, the anterior spermatozoon extremity is also
characterized by the presence of an electron-dense apical cone.
This apical cone in A. crassicolle appears as a long electron-
dense structure surrounded by a coiled crested body. The
crested body, described for the first time in the cestodes by
Mokhtar-Maamouri and Swiderski (1975), in 4. filicolle bene-
deni, is present in all of the tetraphyllideans studied to date
(see Table I). Ba and Marchand (1995) and posteriorly Justine
(1998, 2001) have proposed that the crested body always in-
dicates the anterior extremity of the spermatozoon and con-
stitutes a synapomorphy for the Eucestoda or for a part of the
Eucestoda (Justine 2001).

The arc-like row of cortical microtubules present in all the
studied Tetraphyllidea is located in the anterior region as oc-

curs in other groups of cestodes. This is the case of four
Caryophyllidea (Arafa and Hamada 2004, Gamil 2008, Bru-
nanska 2009 and Yoneva et al. 2011), three Spathebothriidea
(MacKinnon and Burt 1984, Brunanska et al. 2006, Brunan-
ska and Poddubnaya 2010), three Trypanorhyncha (Miquel
and Swiderski 2006, Miquel ez al. 2007a, Marigo et al. 2011),
one Bothriocephalidea (Ba et al. 2007), three Diphylloboth-
ridea (Justine 1986, Levron et al. 2006a, 2009), five Proteo-
cephalidea (Ba and Marchand 1994; Brunanska et al. 2003a,
b, 2004b, ¢) and two mesocestoidid Cyclophyllidea (Miquel et
al. 1999, 2007b). The number of cortical microtubules form-
ing the arc-like row in all these studies varies between three
and eighteen depending on the level of section. However, in all
Tetraphyllidea considered the number of microtubules form-
ing the arc is 10.

There are two types of cortical microtubules in the mature
spermatozoon of A. crassicolle. The microtubules that form
the arc-like row are observed in the anterior part of the sperm
cell, presenting a hollow centre and being more electron-dense
in comparison to the other type of microtubules. The trans-
formation of microtubules from the first to the second type oc-
curs at the end of the crested body region. The spermatozoon
of the remaining studied tetraphyllideans presents an arc-like
row of cortical microtubules, but unfortunately, the quality of
TEM micrographs in these works are not sufficient to eluci-
date if two types of cortical microtubules really exists in the
male gamete of these species (Mokhtar-Maamouri and
Swiderski 1975; Mokhtar-Maamouri 1979, 1982; MacKinnon
and Burt 1984; Mahendrasingam et al. 1989 and Quilichini et
al.2007). Considering the remaining orders of the Eucestoda,
two types of cortical microtubules have been reported in all
the studied Bothriocephalidea (Swiderski and Mokhtar-
Maamouri 1980; Brunanské et al. 2002, 2010; Levron et al.
2005, 2006b, c; Ba et al. 2007; Sipkova et al. 2010, 2011), in
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one Diphyllobothriidea (Justine 1986), in three Trypanorhyn-
cha (Miquel and Swiderski 2006, Miquel et al. 2007a, Marigo
et al. 2011), in four Proteocephalidea (Brunanska et al. 2003a,
b, 2004b, c) and in two mesocestoidids (Miquel et al. 1999,
2007b).

The mature spermatozoon of the five Onchobothriidae
studied until now presents two axonemes of the 9 + “1” trepax-
onematan pattern (see Table I). However, in the Phyllobothri-
idae spermatozoa present one or two axonemes. In fact,
Mahendrasingam et al. (1989) describe two axonemes in the
spermatozoon of Trilocularia acanthiaevulgaris, while in the
remaining studied Phyllobothriidae namely Phyllobothrium
gracile (Mokhtar-Maamouri 1979) and Pseudanthobothrium
hanseni (MacKinnon and Burt 1984) there is only one ax-
oneme, according to the spermatozoon pattern assigned to this
family (see Levron et al. 2010). Such differences evidenced
within the same family may cause controversies for the phy-
logeny of this group because the presence of a single axoneme
should be considered an evolved character (Euzet et al. 1981).
Moreover, the number of axonemes in the mature spermato-
zoon constitutes one of the principal characters considered by
Levron ef al. (2010) for the distinction of the Eucestoda sper-
matozoa.

In what refers the close relationships between genus Acan-
thobothrium and the order Proteocephalidea postulated by sev-
eral authors (Olson et al. 2001, Waeschenbach et al. 2007),
the ultrastructure of spermiogenesis and the mature sperma-
tozoon show great similitudes between these taxa when the
most important characters are considered. However, these
similitudes exist with all the Onchobothriidae and not only
with the genus Acanthobothrium.

Conclusion

New spermatological data concerning the Tetraphyllidea are
needed, particularly for the Phyllobothriidae family. Thus, the
information available to date is insufficient to confirm the
spermiogenesis and spermatozoon patterns attributed to this
family. In what refers the Onchobothriidae, the present study
has shown that this family may be a monophyletic group, be-
cause of the many analogies detected in the onchobothriid
spermatozoon structure such as the type of spermatozoon, ax-
oneme number, crested body, arc-like row of cortical micro-
tubules and posterior tip. These observations indicate the
necessity to study more tetraphyllidean species in order to pro-
vide a better knowledge of the phylogenetic relationships in
this order.
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I11.2. Etude ultrastructurale de la spermiogenese et du spermatozoide du cestode
Aporhynchus menezesi (Trypanorhyncha : Aporhynchidae), parasite du sagre
commun, Etmopterus spinax (Elasmobranchii : Etmopteridae)

Résumé

La spermiogenése et 1’organisation ultrastructurale du spermatozoide du
trypanorhyngque Aporhynchus menezesi Noever, Caira, Kuchta et Desjardins, 2010 ont
été étudiées au microscope électronique a transmission. La spermiogenése, de type I,
décrite chez A. menezesi débute par la formation d’une zone de différenciation
contenant deux centrioles, séparés par un corps intercentriolaire constitué de cing
bandes opaques aux électrons. Chaque centriole donne naissance a un flagelle libre qui
croit, formant un angle de 90° avec 1’expansion cytoplasmique médiane. Le noyau et les
microtubules corticaux s’allongent dans le corps spermatique. Ultérieurement, les deux
flagelles pivotent et fusionnent avec I’expansion cytoplasmique. A la fin de la
spermiogenése, le jeune spermatozoide se détache du cytoplasme résiduel par un
processus d’étranglement de 1’anneau des membranes arquées. Le spermatozoide mdr
est filiforme, effilé a ses deux extrémités et dépourvu de mitochondrie. 1l est caractérisé
par la présence de deux axonemes de type 9+°1’, spécifique aux Trepaxonemata,
I’absence de corps en créte et la présence de microtubules corticaux et de noyau
paralléles. Ce modele correspond au type | de spermatozoide décrit chez les eucestodes.
L’extrémité antérieure du spermatozoide est caractérisée par la présence d’un arc de
sept microtubules corticaux paralléles entre eux entourant partiellement le premier
axoneme. Ces microtubules corticaux sont plus épais que ceux localisés dans les parties
postérieures et, conséquemment, le spermatozoide de A. menezesi présente deux types
de microtubules corticaux. Un autre aspect intéressant est la présence de rosettes de a-
glycogene. Le modele spermatologique décrit chez A. menezesi est trés similaire a celui

observé chez les cestodes spathébothriidés et diphyllobothriidés.

Mots clés: Aporhynchus menezesi, Cestoda, Trypanorhyncha, Gymnorhynchoidea,

Aporhynchidae, ultrastructure, spermiogenése, spermatozoide
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Spermiogenesis and ultrastructure of the spermatozoon of the
trypanorhynch cestode Aporhynchus menezesi (Aporhynchidae),
a parasite of the velvet belly lanternshark Etmopterus spinax
(Elasmobranchii: Etmopteridae)
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Abstract: Spermiogenesis and the ultrastructural organisation of the spermatozoon of the trypanorhynch cestode Aporhynchus men-
ezesi Noever, Caira, Kuchta et Desjardins, 2010 are described by means of transmission electron microscopy. Type I spermiogenesis
of A. menezesi starts with the formation of a differentiation zone containing two centrioles separated by an intercentriolar body
constituted by five electron-dense plates. Each centriole gives rise to a free flagellum, which grows at an angle of 90° in relation to
a median cytoplasmic process. The nucleus and cortical microtubules elongate along the spermatid body. Later, both flagella rotate
and fuse with the median cytoplasmic process. At the final stage of spermiogenesis, the young spermatozoon is detached from the
residual cytoplasm by a narrowing of the ring of arched membranes. The mature spermatozoon is a long and filiform cell, tapered
at both ends, lacking mitochondria. It is characterized by the presence of two axonemes of the 9+°1” trepaxonematan pattern, the
absence of crested bodies, the presence of parallel cortical microtubules and nucleus. This pattern corresponds to the type I sperma-
tozoon of the eucestodes. The anterior extremity of the spermatozoon is characterized by the presence of an arc-like row of up to
seven parallel cortical microtubules that partially surrounds the first axoneme. These anterior cortical microtubules are thicker than
the posterior microtubules and, consequently, the sperm cell of A. menezesi exhibits two types of cortical microtubules. Another
interesting aspect is the presence of a-glycogen rosettes. This spermatological pattern is similar to that observed in the spatheboth-
riidean and diphyllobothriidean cestodes.

Keywords: Aporhynchus menezesi, Cestoda, Trypanorhyncha, Gymnorhynchoidea, Aporhynchidae, ultrastructure, spermiogenesis,
spermatozoon

Trypanorhynch cestodes are amongst the most com-
mon metazoan parasites of marine fish. Whilst adults are
typically found in the stomach and intestine of sharks
and rays, larval forms infect a wide variety of marine
invertebrates and teleosts. This order includes marine
polyzoic cestodes, which are unique in the possession
of a rhyncheal apparatus. The Trypanorhyncha Diesing,
1863 is characterized by a scolex bearing two or four
bothria (Jones et al. 2004) and a tentacular apparatus con-
sisting of four retractile tentacles adorned with hooks as
extensions of tentacle sheaths that are attached to four
bulbs (Dollfus 1942). This complex attachment appara-

tus is unique within the cestodes, and provides a strong
synapomorphy that supports the monophyly of this order
(see Palm et al. 2009).

Palm (2004) recognized 254 trypanorhynch species.
However, in the last years, several authors have added 25
more species to the order (see Palm et al. 2009, Noever et
al. 2010). Thus, a total of 279 trypanorhynch species can
be considered valid, with additional species and genera
being described every year.

All these species were previously inserted into four
different superfamilies (see Campbell and Beveridge
1994), namely Homeacanthoidea Dollfus, 1942, Hetera-
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canthoidea Dollfus, 1942, Otobothrioidea Dollfus, 1942,
and Poecilacanthoidea Dollfus, 1942. However, consid-
ering characters other than the patterns of tentacle hook
organisation, Palm (2004) reorganized the order Trypano-
rhyncha into five superfamilies and created a new family
(Progrillotiidae Palm, 2004). These superfamilies are the
Tentacularioidea Poche, 1926, Gymnorhynchoidea Doll-
fus, 1935, Lacisthorhynchoidea Guiart, 1927, Otobothrio-
idea and Eutetrarhynchoidea Guiart, 1927. The cladistic
analysis also presented by Palm (2004) and based on
a matrix of morphological data shows the Trypanorhyn-
cha as a polyphyletic order. In this sense, the molecular
study of Palm et al. (2009) is congruent with this condi-
tion and demonstrates that the trypanorhynchs consist of
two well-supported major clades. The first clade groups
the superfamily Eutetrarhynchoidea and the Tentaculari-
oidea while the second clade groups the Gymnorhynchoi-
dea, the Lacistorhynchoidea and the Otobothrioidea.

Although the genus Aporhynchus Nybelin, 1918 was
first placed within the family Gilquiniidae Dollfus, 1942
by Campbell and Beveridge (1994), recently this genus
has been attributed to the Aporhynchidae Poche, 1926
by Palm (2004). Thus, the family Aporhynchidae con-
tains only the genus Aporhynchus. However, according to
Beveridge et al. (1999) a cladistic analysis of the trypano-
rhynch genera revealed a close relationship between the
genera Aporhynchus, Gilquinia Guiart, 1927 and Deani-
cola Beveridge, 1990. Therefore the precise phylogenetic
position of gilquiniid and aporhynchid species is still un-
clear.

In the last years the ultrastructural data on spermatol-
ogy have been demonstrated to be useful to interpret the
relationships of the Platyhelminthes (Euzet et al. 1981,
Justine 1991, 1998, 2001, Ba and Marchand 1995, Lev-
ron et al. 2010) and they were incorporated with mor-
phological characters and molecular data for a better in-
terpretation of Platyhelminthes relationships (Hoberg et
al. 1997, Olson et al. 2001). There is a large amount of
ultrastructural studies on eucestode species, but most of
them refer to species belonging to the order Cyclophylli-
dea van Beneden in Braun, 1900 (see Justine 1998, 2001,
Levron et al. 2010). In contrast, considering the order
Trypanorhyncha, data on the ultrastructural characters of
spermatozoa or spermiogenesis refer only to two lacisto-
rhynchiids, namely Lacistorhynchus tenuis (van Beneden,
1858) and Grillotia erinaceus (van Beneden, 1858), and
two eutetrarhynchids, namely Dollfusiella spinulifera
(Beveridge et Jones, 2000) and Parachristianella trygonis
Dollfus, 1946 (see Swiderski 1976, 1994, McKerr 1985,
Miquel and Swiderski 2006, Miquel et al. 2007a). Data
concerning L. fenuis were presented in two conferences
by Swiderski (1976, 1994) while data on G. erinaceus
were included in the unpublished PhD thesis of McKerr
(1985). With respect to the eutetrarhynchids, Miquel and
Swiderski (2006) and Miquel et al. (2007a) only describe
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the ultrastructural organisation of the mature spermato-
zoon.

The aim of the present study is to describe the ul-
trastructure of spermiogenesis and of the mature sper-
matozoon of a gymnorhynchoidean trypanorhynch, Apo-
rhynchus menezesi Noever, Caira, Kuchta et Desjardins,
2010, thus providing the first ultrastructural study on this
superfamily and increasing the available spermatological
data concerning the Trypanorhyncha.

MATERIALS AND METHODS

Live adult specimens of A. menezesi were collected from the
spiral valve of a naturally infected velvet belly lanternshark, E?-
mopterus spinax (L.) (Elasmobranchii, Etmopteridae) captured
off the Faial Island (38°31'N, 28°37'W) (Azores Archipelago,
Portugal).

Live cestodes were first placed in a 0.9% NaCl solution
and the mature proglottids were fixed in cold (4°C) 2.5% glu-
taraldehyde in a 0.1 M sodium cacodylate buffer at pH 7.2 for
a minimum of 2 h, rinsed in a 0.1 M sodium cacodylate buffer
at pH 7.2, postfixed in cold (4°C) 1% osmium tetroxide in the
same buffer for 1 h, rinsed in a 0.1 M sodium cacodylate buffer
at pH 7.2, dehydrated in an ethanol series and propylene ox-
ide, and finally embedded in Spurr’s resin. Ultrathin sections
were obtained using a Reichert-Jung Ultracut E ultramicrotome,
placed on copper grids and double-stained with uranyl acetate
and lead citrate (Reynolds 1963). Ultrathin sections were exam-
ined using a JEOL 1010 TEM operated at an accelerating volt-
age of 80 kV.

The Thiéry (1967) technique was used for proving the pres-
ence of glycogen particles. Gold grids were treated in periodic
acid, thiocarbohydrazide, and silver proteinate (PA-TCH-SP) as
follows: 30 min in 10% PA, rinsed in distilled water, 24 h in
TCH, rinsed in acetic solutions and distilled water, 30 min in 1%
SP in the dark, and rinsed in distilled water.

RESULTS

Spermiogenesis

The sperm differentiation or spermiogenesis in A. men-
ezesi starts with the formation of a rosette containing
numerous peripheral spermatids attached to the central
cytophore (Fig. 1). The cytoplasm of the spermatids con-
tains a nucleus and a large, densely packed accumulation
of mitochondria (Fig. 1). Later the plasma membrane of
the spermatid cluster invaginates and forms the differen-
tiation zone situated on the periphery of each spermatid
(Figs. 2, 3, 9a). This is a conical protrusion bordered by
cortical microtubules. It contains two centrioles intercon-
nected by an intercentriolar body and associated with stri-
ated rootlets (Figs. 2—4, 9a). Each centriole gives rise to
a flagellum, which grows externally (Figs. 3, 9b, c). The
intercentriolar body is composed of five plates: a central
thick electron-dense plate, one thin electron-dense plate
on each side of the central plate and one thicker electron-
dense plate externally on each side of the thin plates
(Fig. 4). Cortical microtubules lengthen along a grow-
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Figs. 1-8. Spermiogenesis of Aporhynchus menezesi. Fig. 1. Rosette showing numerous peripheral spermatids attached to the cen-
tral cytophore (Cy). N — nucleus. Fig. 2. Cross-section of the zone of differentiation showing the two centrioles (C) and the inter-
centriolar body (IB). Fig. 3. Longitudinal section of a zone of differentiation showing the two flagella (F), the nucleus (N) and the
intercentriolar body (IB). CM — cortical microtubules. Fig. 4. Detail of the intercentriolar body showing five electron-dense plates.
Fig. 5. Longitudinal section of a spermatid during flagellar rotation. AM — arched membranes; CM — cortical microtubules; F — flag-
ellum; MCP — median cytoplasmic process; N —nucleus; SR — striated roots. Fig. 6. Longitudinal section of a spermatid showing the
two parallel flagella (F) before the proximodistal fusion. AM — arched membranes; CM — cortical microtubules; MCP — median cyto-
plasmic process. Fig. 7. Longitudinal section of a spermatid after the proximodistal fusion, showing one axoneme (Ax). AM — arched
membrane; C — centriole. Fig. 8. Final stage of the spermiogenesis showing the strangulation of the ring of arched membranes (AM).
Scale bars: Fig. 1 =2.5 pm; Fig. 2 =0.5 pm; Figs. 3, 5-8 =1 um; Fig. 4 = 0.25 um.
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Fig. 9(a—f). Schematic drawing showing the main stages of spermiogenesis of Aporhynchus menezesi. AM — arched membranes;
Ax1 — axoneme 1; Ax2 — axoneme 2; C1 — centriole 1; C2 — centriole 2; CM — cortical microtubules; F1 — flagellum 1; F2 — flagel-
lum 2; IB — intercentriolar body; MCP — median cytoplasmic process; N — nucleus; SR — striated rootlets.

ing median cytoplasmic process. The nucleus initiates its
elongation and the flagella undergo a 90° rotation (Figs. 3,
5, 6, 9¢c, d) becoming parallel to the median cytoplasmic
process (Figs. 6, 9d). The flagella rotation is followed by
their proximodistal fusion with the median cytoplasmic
process (Figs. 7, 9e). Finally, the ring of arching mem-
branes is strangled and the young spermatozoon is de-
tached from the residual cytoplasm (Figs. 8, 9f).

Spermatozoon

The observation of numerous longitudinal and cross-
sections has enabled us to establish four (I-1V) different
regions in the mature spermatozoon of A. menezesi. It
is a long filiform cell, tapered at both ends, which lacks
mitochondria and crested body. The cytoplasm contains
two axonemes of different lengths of the 9+°1° pattern
of trepaxonematan Platyhelminthes, a parallel nucleus,
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a-glycogen rosettes and two types of cortical microtu-
bules: the first type refers to microtubules that exhibit an
opaque electron-dense centre and the second type refers
to microtubules that exhibit a hollow centre.

Region I (Figs. 10-14, 25I) constitutes the anterior
extremity of the spermatozoon. The anterior tip contains
four to seven thick and electron-dense cortical microtu-
bules (Figs. 10, 11) that later form a semi-arc beneath the
plasma membrane partially surrounding the first centriole
(Figs. 12, 13) and also the proximal areas of the first ax-
oneme (Fig. 14).

Region II (Figs. 1518, 24, 251I) constitutes the prenu-
clear area of the spermatozoon containing two axonemes.
At the end of region I, the semicircle of electron-dense
cortical microtubules is interrupted by scattered tubular
elements (Fig. 15), indicating the appearance of the sec-
ond axoneme. Later the second centriole emerges, mate-
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Figs. 10-23. Mature spermatozoon of Aporhynchus menezesi. Fig. 10. Longitudinal section of Region I near the anterior spermatozoon
extremity. Figs. 11, 12. Cross-sections of the anterior part of Region I showing the electron-dense microtubules (CM). Fig. 13. Cross-
section showing the appearance of the first centriole (C1). CM — cortical microtubules. Fig. 14. Cross-section of Region I at the level
of the first axoneme showing the arc-like row of electron-dense cortical microtubules (CM). Figs. 15, 16. Cross-sections of anterior
areas of Region II showing the first axoneme (Ax1) and the appearance of the second centriole (C2). CM — cortical microtubules.
Fig. 17. Cross—section of Region II illustrating the presence of two pairs of attachment zones (AZ). Fig. 18. Cross-sections of Region
II showing the appearance of granules of glycogen (G). Fig. 19. Cross-section of Region III showing the nucleus (N). CM — cortical
microtubules; G — granules of glycogen. Fig. 20. Micrograph of the nuclear area showing a cross-section located before and another
cross-section located after (*) the disorganisation of one of the axonemes. CM — cortical microtubules; N — nucleus. Fig. 21. Cross-
section of Region III at the beginning of the disappearance of the central core of one of the axonemes. D — doublets; N — nucleus.
Fig. 22. Cross-sections of Region IV showing the axoneme surrounded by the plasma membrane. Fig. 23. Cross-sections of Region
IV near the posterior spermatozoon extremity. D — doublets; S — singlets. Scale bars: Fig. 10 = 0.5 um; Figs. 11-23 = 0.25 pm.
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Fig. 24. Cross- and longitudinal sections of the mature sper-
matozoon of Aporhynchus menezesi showing rosettes of
a-glycogen evidenced by Thiéry staining. Scale bar = 0.5 pm.

rialized by the appearance of nine centriolar doublets in
the cytoplasm (Fig. 16). At this level the presence of the
hollow-centre cortical microtubules is observed (Figs. 17,
18). They are distributed in two opposite fields and their
quantity progressively increases (Figs. 17, 18). A nar-
row cytoplasmic bridge connects the axonemes in some
spermatozoa (Fig. 17) and the attachment zones are also
observed at this stage (Fig. 17). Later, two opposite rows
of cortical microtubules are situated under the plasma
membrane (Figs. 17, 18). The granules of glycogen, in the
form of a-glycogen rosettes, appear progressively as the
spermatozoon section enlarges (Figs. 18, 24).

Region III (Figs. 19-21, 25I1I) constitutes the nuclear
area of the spermatozoon. In cross-sections, the nucleus is
oval to circular, situated centrally between the axonemes
(Figs. 19, 20). It contains strands of fine fibrillar material
and enlarges gradually towards the posterior end. In the
first part, this region also encloses two axonemes, cortical
microtubules, and a large amount of glycogen (Fig. 19).
Later the presence of glycogen gradually decreases
(Fig. 20). The nuclear region is the area of the spermato-
zoon that contains the maximum number of cortical mi-
crotubules arranged in two parallel fields (Figs. 19-21).
Subsequently, one of the axonemes loses its central ele-
ment (Fig. 21); doublets disorganize and transform into
singlets, which finally disappear. The posterior part of the
nuclear region contains only one axoneme, the nucleus
and some cortical microtubules (Fig. 20).

Region IV (Figs. 22, 23, 251V) constitutes the postnu-
clear area of the spermatozoon. This is the posterior end
and contains the axoneme surrounded by cytoplasmic
membrane (Fig. 22). This single axoneme later disorgan-
izes and disappears at the level of the posterior tip of the
sperm cell (Fig. 23).
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Fig. 25(I-1V). Schematic drawing showing the ultrastructural
organisation of the mature spermatozoon of Aporhynchus menez-
esi. ASE — anterior spermatozoon extremity; Ax1 — axoneme 1;
Ax2 — axoneme 2; AZ — attachment zone; C1 — centriole 1;
C2 — centriole 2; CDM - electron-dense cortical microtubules;
CLM - electron-lucent cortical microtubules; D — doublets;
G — a-glycogen rosette; N — nucleus; PM — plasma membrane;
PSE — posterior spermatozoon extremity; S — singlets.



Table 1. Spermatological characters in trypanorhynch cestodes.
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Spermiogenesis

Spermatozoon

Superfamily, family and species (reference)

Type FR PF IB SR Type ASE AC CB ArcCM AZ G PSE

Eutetrarhynchoidea, Eutetrarhynchidae
Dollfusiella spinulifera (Miquel and Swiderski
2006)

Parachristianella trygonis (Miquel et al. 2007a)

Lacistorhynchoidea, Lacistorhynchidae
Lacistorhynchus tenuis (Swiderski 1976, 1994) 1
Grillotia erinaceus (McKerr 1985) 1

Gymnorhynchoidea, Aporhynchidae
Aporhynchus menezesi (present study) I

I ¢CM - - 10 + o, B lAx
I CM - 10 + a,p 1Ax
+ + 5 + - B
+ + 7 + - a, B
+ + 5+ 1 CM - - 7 + o lAx

AC —apical cone; ArcCm — number of cortical microtubules in the arc-like row; ASE — anterior spermatozoon extremity; Ax — axoneme; AZ — attach-
ment zone; CB — crested body; CM — cortical microtubules; FR — flagellar rotation; G — type of glycogen; IB — number of plates of the intercentriolar
body; PF — proximodistal fusion; PSE — posterior spermatozoon extremity; SR — striated rootlets; +/— presence/absence of character; no marked char-
acters correspond to unknown data or requiring confirmation. Spermiogenesis and spermatozoa types are considered according to Ba and Marchand

(1995) and Levron et al. (2010), respectively.

DISCUSSION

Spermiogenesis

The process of spermiogenesis in Aporhynchus men-
ezesi includes the presence of two centrioles, an intercen-
triolar body and two striated rootlets in the differentiation
zone, flagellar rotation and proximodistal fusion. There-
fore it corresponds to the basic pattern of the pseudophyl-
lidean type of spermiogenesis described by Swiderski
(1986) or the type I of Ba and Marchand (1995). Type 1
spermiogenesis has been reported in species belonging to
the orders Spathebothriidea Wardle et McLeod, 1952, Di-
phyllobothriidea Kuchta, Scholz, Brabec et Bray, 2008,
Bothriocephalidea Kuchta, Scholz, Brabec et Bray, 2008,
Diphyllidea van Beneden in Carus, 1863, Trypanorhyn-
cha, Tetraphyllidea Carus, 1863, and Proteocephali-
dea Mola, 1928 (see the reviews of Justine 1998, 2001,
Brunanska 2010, Levron et al. 2010) and was considered
to be a plesiomorphic process in the eucestodes by Jus-
tine (1998). All the studied trypanorhynch cestodes ex-
hibit this type of spermiogenesis. However, the number of
plates (five or seven) forming the intercentriolar body is
variable in these species (see Table 1). In fact, the number
of intercentriolar body plates is seven in G. erinaceus
(Lacistorhynchoidea) (see McKerr 1985) and five in the
remaining studied species, namely L. tenuis (Lacistorhyn-
choidea) (see Swiderski 1994) and 4. menezesi (Gymno-
rhynchoidea) (present study).

The number of intercentriolar plates has been used in
a recent phylogenetic analysis of the Eucestoda inferred
both from ultrastructural data alone and from a combi-
nation of ultrastructural and morphological data (Levron
et al. 2010). Within the Eucestoda, although the inter-
centriolar body is absent from the Tetrabothriidea and
Cyclophyllidea, it is present as a single-plate body in
the Lecanicephalidea Wardle et McLeod, 1952 and Pro-
teocephalidea and as a multiplate body in the remain-
ing orders. However, it is interesting to remark the dual
condition of mesocestoidids, presenting both single and
multiplate intercentriolar bodies (see Miquel et al. 1999,
2007b).

Although the type of spermiogenesis in trypanorhynch
cestodes is similar to that described in the caryophylli-
deans, in the spathebothriideans and in certain species of
the former Pseudophyllidea Carus, 1863 (see Brunanska
et al. 2001, 2006, Levron et al. 2005, 2006a, b, 2009,
Brunanska and Poddubnaya 2006, 2010, Miquel et al.
2008, Bruianska 2009, Sipkova et al. 2010), the electron-
dense material appearing in initial stages of spermiogen-
esis in the apical region of the differentiation zone is not
observed in A. menezesi as in the other trypanorhynch
species studied to date (McKerr 1985, Swiderski 1994).

Spermatozoon

No evident differences were found in the ultrastruc-
tural organisation of the spermatozoon of 4. menezesi in
comparison with the other trypanorhynch species stud-
ied to date (Swiderski 1976, McKerr 1985, Miquel and
Swiderski 2006, Miquel et al. 2007a). The spermatozoon
possesses two axonemes of the 9+°1° trepaxonematan pat-
tern (Ehlers 1984) of different lengths, a parallel nucleus,
parallel cortical microtubules and lacks crested body, peri-
axonemal sheath and transverse intracytoplasmic walls.
This type of sperm’s schema corresponds to the type I of
Levron et al. (2010) and is found in species of the orders
Spathebothriidea, Diphyllobothriidea, Haplobothriidea
Joyeux et Baer, 1961 and Trypanorhyncha.

As in Dollfusiella spinulifera and Parachristianella
trygonis, the anterior extremity of the spermatozoon of
A. menezesi contains a single axoneme partially surround-
ed by an arc-like layer of submembranous cortical micro-
tubules parallel to the hypothetical spermatozoon axis.
Moreover, the cortical microtubules that constitute this
arc-like layer are thick and their centre is electron-dense,
while posterior cortical microtubules present a hollow
centre. Consequently, two types of cortical microtubules
can be considered in the spermatozoon of these trypano-
rhynchs (Miquel and Swiderski 2006, Miquel et al. 2007a,
Levron et al. 2010).

This arc-like row of cortical microtubules has been ob-
served in the anterior part of the spermatozoon of numer-
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ous eucestodes, but there is variability in their aspect and
number. In trypanorhynch species the number of cortical
microtubules forming this arc-like layer varies from seven
to ten microtubules. Thus, D. spinulifera and P. trygonis
present an arc-like row constituted by ten microtubules
(Miquel and Swiderski 2006, Miquel et al. 2007a) where-
as in A. menezesi the maximal number is seven (see Table
D).

Anterior spermatozoon extremities showing a similar
arrangement of cortical microtubules describing an arc-
like layer were found in the Caryophyllidea (Gamil 2008,
Brunanska 2009), Spathebothriidea (Brunanska et al.
2006, Brunanska and Poddubnaya 2010), Diphylloboth-
riidea (Justine 1986, Levron et al 2006a, 2009), Bothrio-
cephalidea (Brunanska et al. 2002, Levron et al. 2006¢, Ba
et al. 2007), Diphyllidea (Azzouz-Draoui and Mokhtar-
Maamouri 1986/88), Tetraphyllidea (Mokhtar-Maamouri
and Swiderski 1975, 1976, Mokhtar-Maamouri 1979,
1982, Mahendrasingam et al. 1989), Proteocephalidea
(Brunanska et al. 2003a, b, 2004a, b), and in the meso-
cestoidid cyclophyllideans (Miquel et al. 1999, 2007b).
However, the arc-like layer of thicker cortical microtu-
bules described in the trypanorhynchs also occurs only
in the former pseudophyllideans, in the tetraphyllideans,
in the proteocephalideans and in the mesocestoidids.

However, particular aspects of this character are de-
scribed in the anterior spermatozoon extremity of four
bothriocephalidean cestodes. These are Bothriocephalus
scorpii (Muller, 1781), in which Levron et al. (2006b) de-
scribe up to three arc-like layers of cortical microtubules,
Triaenophorus nodulosus Pallas, 1791 (see Levron et al.
2005), which possesses a layer of microtubules in a spi-
ral pattern forming one and a half open circles around
the axoneme, and Bothriocephalus clavibothrium Ariola,
1899 and Parabothriocephalus gracilis Yamaguti, 1934
(see Swiderski and Mokhtar-Maamouri 1980, Sipkova et
al. 2010), which present a complete ring of cortical mi-
crotubules. Moreover, in the Proteocephalidea, two addi-
tional species, namely Nomimoscolex sp. and Sandonella
sandoni (Lynsdale, 1960), possess two arc-like layers of
cortical microtubules (see B4 and Marchand 1994, Séne
etal. 1997).

The presence of crest-like body or bodies in the an-
terior spermatozoon extremity has been postulated as
a synapomorphy for the eucestodes (B4 and Marchand
1995). In contrast to bothriocephalideans, tetraphyllide-
ans, proteocephalideans, tetrabothriideans and cyclophyl-
lideans, no crested body is present in the spermatozoon
of caryophyllideans, spathebothriideans, diphyllobothrii-
deans and haplobothriideans (see Levron et al. 2010) as
occurs in all the trypanorhynchs studied to date (see Table
1). Thus, the present work confirms the absence of this
structure in the sperm cell of trypanorhynch cestodes and
supports the idea that crest-like bodies are a synapomor-
phic character only for a part of the Eucestoda and not for
the whole group (Justine 1998).
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The two pairs of electron-dense attachment zones, vis-
ible in the median cytoplasmic process during spermio-
genesis in numerous Platyhelminthes, mark the lines of
proximodistal fusion between the median cytoplasmic
process and the axonemes. These attachment zones persist
in mature digenean spermatozoa (e.g. Miquel et al. 2006,
Quilichini et al. 2010), but they are generally absent in the
mature spermatozoa of the Eucestoda. To our knowledge,
in the mature sperm cell of cestodes these submembra-
nous structures have been observed only in some diphyl-
lobothriidean, bothriocephalidean and trypanorhynch
species (Brunanska et al. 2002, Levron et al. 2006a, b, c,
2009, Miquel and Swiderski 2006, Miquel et al. 2007a).
In fact, the attachment zones are also still present in the
A. menezesi spermatozoon and their presence is probably
a consequence of the proximodistal fusion.

According to the Thiéry’s test, glycogen is present in
the mature spermatozoon of 4. menezesi. In the trypano-
rhynch species studied to date, the presence of two types
of glycogen granules (o, ) has been demonstrated only
in D. spinulifera, P. trygonis and G. erinaceus (McKerr
1985, Miquel and Swiderski 2006, Miquel et al. 2007a),
while in L. tenuis (Swiderski 1994) and A. menezesi
(present study) only one type of glycogen granules was
found: the former species presents B-glycogen particles
and the latter a-glycogen rosettes.

As in D. spinulifera and P. trygonis (see Miquel and
Swiderski 2006, Miquel et al. 2007a), the posterior part of
the spermatozoon of 4. menezesi possesses one axoneme,
which becomes disorganized towards the extremity of the
cell. This pattern of posterior extremity is very common
in the spermatozoon of the Eucestoda (e.g. Brunanska et
al. 2003b, Levron et al. 2005, 2009, Brunanska 2009).
However, in the eucestodes the posterior spermatozoon
extremity may present different ultrastructural organisa-
tions: those formed by only a nucleus (e.g. Brunanska et
al. 2006, Levron et al. 2006a, b) or by a posterior electron-
dense material usually containing cortical microtubules
(e.g. Miquel and Marchand 1998, Miquel et al. 2009,
2010). The latter is particularly frequent in the sperm cell
of cyclophyllidean cestodes.

Conclusion

The analysis of spermatological characters of all stud-
ied trypanorhynch species allowed discussing the phyletic
relationships of trypanorhynchs based on molecular data.
According to Palm et al. (2009), molecular evidence dem-
onstrates that trypanorhynchs consist of two well-support-
ed major clades (see introduction). However, considering
two lacistorhynchoideans (L. tenuis and G. erinaceus)
and one gymnorhynchoidean (4. menezesi) belonging to
the same clade, their spermatological characters empha-
size only a few similarities (see Table 1). On the other
hand, the comparison of spermatozoa of both eutetrarhyn-
choideans D. spinulifera and P. trygonis with those of the
gymnorhynchoidean 4. menezesi reveals a high degree of



similarity between them, although they are placed in dif-
ferent clades. In conclusion, on the basis of the current
spermatological knowledge, we are not able to explain
the polyphyletic condition of the Trypanorhyncha. Subse-
quently, other spermatological studies focussing on spe-
cies of different families are required to further elucidate
this question.

Finally, it is interesting to reveal that spermatological
features, specially the basic pattern of the spermatozoon,
show resemblances between trypanorhynch, spatheboth-
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Chapitre IIT : Résultats

I11.3. Etude ultrastructurale de la spermiogenése et du spermatozoide de
Barsonella lafoni de Chambrier et al., 2009 (Cestoda : Proteocephalidea), parasite

de Clarias gariepinus (Siluriformes : Clariidae)

Résumé

La spermiogenese de Barsonella lafoni montre les caractéristiques typiques du type I de
spermiogenése. Elle débute par la formation d’une zone de différenciation, bordée de
microtubules corticaux, contenant un noyau, délimitée en avant par un anneau de
membranes arquées et prolongée en arriere par une expansion cytoplasmique médiane.
Cette zone de différenciation présente aussi un matériel dense aux électrons, deux
racines striées et deux centrioles séparés par un corps intercentriolaire constitué d’une
seule bande. Des deux centrioles, naissent deux flagelles libres de taille inegale. Les
flagelles subissent une croissance et une rotation asynchrones, deviennent paralléles a
I’expansion cytoplasmique médiane avec laquelle ils fusionnent, d’avant en arriere. La
fin de la spermiogenese est marquée par un étranglement de I’anneau des membranes
arquées et un détachement du jeune spermatozoide du cytoplasme résiduel.

Le spermatozoide mdr présente deux axonemes de type 9+°1’ caractéristique des
Trepaxonemata, un corps en créte, un noyau et des microtubules corticaux paralléles,
épais et fins, et des granules de glycogene. Ce modele correspond au type Il de
spermatozoide décrit chez presque tous les Proteocephalidea. L’extrémité antérieure du
gamete est caractérisee par la présence d’un cone apical, entouré par le corps en créte.
Les microtubules corticaux épais et paralléles forment, dans la région du centriole, un
arc qui se prolonge jusqu’au niveau de 1’axonéme. Puis, ils se désorganisent au moment
ou apparait le second axonéme et deux rangées paralleles de microtubules corticaux fins
apparaissent. L’extrémité postérieure est marquée par la présence de quelques
microtubules corticaux. Une telle extrémité postérieure n’avait jamais été décrite
auparavant chez un Proteocephalidea.

Les caractéristiques ultrastructurales de la spermiogenese et du spermatozoide des

Proteocephalidea sont analysées et comparées entre elles.
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Abstract

Spermiogenesis in the proteocephalidean cestode Barsonella lafoni de Chambrier et al., 2009 shows typical characteristics
of the type I spermiogenesis. These include the formation of distal cytoplasmic protrusions forming the differentiation zones,
lined by cortical microtubules and containing two centrioles. An electron-dense material is present in the apical region of the
differentiation zone during the early stages of spermiogenesis. Each centriole is associated to a striated rootlet, being separated
by an intercentriolar body. Two free and unequal flagella originate from the centrioles and develop on the lateral sides of the
differentiation zone. A median cytoplasmic process is formed between the flagella. Later these flagella rotate, become parallel
to the median cytoplasmic process and finally fuse proximodistally with the latter. It is interesting to note that both flagellar
growth and rotation are asynchronous. Later, the nucleus enlarges and penetrates into the spermatid body. Finally, the ring of
arching membranes is strangled and the young spermatozoon is detached from the residual cytoplasm.

The mature spermatozoon presents two axonemes of the 9+ ‘1’ trepaxonematan pattern, crested body, parallel nucleus
and cortical microtubules, and glycogen granules. Thus, it corresponds to the type II spermatozoon, described in almost all
Proteocephalidea. The anterior extremity of the gamete is characterized by the presence of an apical cone surrounded by the
lateral projections of the crested body. An arc formed by some thick and parallel cortical microtubules appears at the level of the
centriole. They surround the centriole and later the first axoneme. This arc of electron-dense microtubules disorganizes when the
second axoneme appears, and then two parallel rows of thin cortical microtubules are observed. The posterior extremity of the
male gamete exhibits some cortical microtubules. This type of posterior extremity has never been described in proteocephalidean
cestodes. The ultrastructural features of the spermatozoon/spermiogenesis of the Proteocephalidea species are analyzed and
compared.
© 2011 Elsevier GmbH. All rights reserved.
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1. Introduction

The Proteocephalidea Mola, 1928 have been recognized
as an interesting group from an evolutionary point of view,
because it was supposed to include the closest relatives of
the ancestors of the Cyclophyllidea van Beneden in Braun,
1900 (Rego, 1994, 1995). However, phylogenetically, they
have also been regarded as a problematical group (Zehnder
and Mariaux, 1999; Skefikov4 et al., 2001; Scholz and de
Chambrier, 2003; de Chambrier et al., 2004). In fact, the
systematics of Proteocephalidea is far from being suitably
resolved (Rego, 1994, 1995; Zehnder and Mariaux, 1999; de
Chambrier et al., 2004).

To date, there are two valid families, the Proteocephal-
idae La Rue, 1911 including six subfamilies (Gangesiinae
Mola, 1929, Sandonellinae Khalil, 1960, Corallobothriinae
Freze, 1965, Acanthotaeniinae Freze, 1963, Proteocephali-
nae Mola, 1929 and Marsypocephalinae Woodland, 1933)
and the family Monticelliidae La Rue, 1911 also including
six subfamilies (Monticelliinae Mola, 1929, Zygobothri-
inae Woodland, 1933, Nupeliinae Pavanelli & Rego, 1991,
Ephedrocephalinae Mola, 1929, Peltidocotylinae Woodland,
1934 and Rudolphiellinae Woodland, 1935) (Rego, 1994).

Barsonella lafoni de Chambrier et al., 2009 is a recently
described species belonging to the new genus Barsonella de
Chambrier et al., 2009. This genus is included in the family
Proteocephalidae and in the subfamily Proteocephalinae and
occurs in a large area of Africa where it has been found in
catfishes of the genus Clarias Scopoli, 1777.

Until now, only six species of Proteocephalidea (five Pro-
teocephalidae and one Monticelliidae) have been subjected
to ultrastructural spermatological studies (Swiderski, 1985,
1996; Ba and Marchand, 1994; Séne et al., 1997; Brunanska
et al., 2003a,b,c, 2004a,b,c, 2005). Despite the small num-
ber of ultrastructural studies on the Proteocephalidea, some
degree of incongruence has already been found among Pro-
teocephalidea species such as the observation of a type IV
spermatozoon of Levron et al. (2010) in Sandonella san-
doni (Ba and Marchand, 1994), contrasting with the type II
spermatozoa of Levron et al. (2010) observed in the remain-
ing species (Séne et al., 1997; Brunanska et al., 2003a,c,
2004a,b). Therefore, further studies on the spermatology of
this group are necessary in order to clarify which types of
characters are representative of this group.

The present study presents new data concerning the ultra-
structure of spermiogenesis and the spermatozoon of another
Proteocephalidea, B. lafoni.

2. Materials and methods

Adult tapeworms of B. lafoni were collected from the
intestine of the catfish Clarias gariepinus (Burchell, 1822)
caught in Tana Lake at Bahir Dar (Ethiopia). Living ces-
todes were placed in 0.9% NaCl solution and then fixed in

glutaraldehyde (2.5%) in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2, for
a minimum of 2h at 4°C. After dissection, different por-
tions of mature proglottids were separated, rinsed ina 0.1 M
sodium cacodylate buffer at pH 7.2, postfixed in cold (4 °C)
1% osmium tetroxide in the same buffer for 1h, rinsed in
a 0.1 M sodium cacodylate buffer at pH 7.2, dehydrated in
an ethanol series and propylene oxide, embedded in Epon,
and then polymerised at 60 °C for 48 h. Ultrathin sections
were obtained using a Reichert-Jung Ultracut E ultramicro-
tome, placed on copper grids and double-stained with uranyl
acetate and lead citrate according to Reynolds (1963). Ultra-
thin sections were examined using a Jeol 1010 transmission
electron microscope in the “Centres Cientifics i Tecnologics”
of the University of Barcelona.

The Thiéry (1967) technique was used to emphasize the
presence of glycogen particles. Gold grids were treated in
periodic acid, thiocarbohydrazide, and silver proteinate (PA-
TCH-SP) as follows: 30 min in 10% PA, rinsed in distilled
water, 24 h in TCH, rinsed in acetic solutions and distilled
water, 30 min in 1% SP in the dark, and rinsed in distilled
water.

3. Results
3.1. Spermiogenesis

Spermiogenesis in B. lafoni is illustrated in
Figs. 1A-F, 2A-D and 3A-E.

The first clear evidence of the beginning of the spermiogen-
esis is the presence of the small cytoplasmic protrusion named
zone of differentiation in the periphery of each spermatid
(Fig. 1A). This zone of differentiation contains two centrioles,
each associated with a pyramidal striated rootlet and sepa-
rated with an intercentriolar body (Figs. 1A and B and 3A).
The intercentriolar body is composed of a single electron-
dense plate (Figs. 1B and 3A—C). Moreover, at this stage
of spermiogenesis, the striated rootlets are situated tangen-
tially to the long axis of the nucleus (Fig. 1A). Each centriole
gives rise to a free flagellum (Figs. 1B and 3A). In the very
early stage of spermiogenesis it is possible to observe an
electron-dense material in the peripheral region of the zone of
differentiation (Figs. 1A—C and 3A). Subsequently, a median
cytoplasmic process is formed distal to the centriole region
(Figs. 1D and 3B and C). In B. lafoni, typical striated rootlets
may be occasionally accompanied by one additional striated
rootlet associated to the same centriole (Fig. 1F). Both flagella
grow and rotate asynchronously (Figs. 1D and E and 3B) thus
becoming parallel to the longitudinal axis of the median cyto-
plasmic process (Fig. 2A). Arching membranes are visible at
this stage of development (Fig. 2A). After the proximodistal
fusion of the flagella with the median cytoplasmic process,
the nucleus enlarges and begins its migration along the sper-
matid body (Fig. 2B). Cross-sections of late development
spermatids at various levels reveal that cortical microtubules
are arranged (i) as a semicircle lining the periphery in the
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Fig. 1. (A-F) Spermiogenesis in Barsonella lafoni. (A) Longitudinal section of a zone of differentiation in the early stage of spermiogenesis
showing the presence of a centriole (C), the nucleus (N), a striated rootlet (SR) and the dense material (DM). Scale bar=0.5 pm. (B) Another
longitudinal section of a zone of differentiation showing the growth of the two flagella (F). DM, dense material; IB, intercentriolar body.
Scale bar=0.5 pm. (C) Longitudinal section of a zone of differentiation during the flagellar rotation of the two flagella (F). DM, dense
material; N, nucleus. Scale bar=0.5 wm. (D) Longitudinal section of a zone of differentiation during the rotation of both flagella (F) showing
their asynchronous growth. MCP, median cytoplasmic process; N, nucleus. Scale bar =0.5 wm. (E) Another longitudinal section of a zone of
differentiation during flagellar rotation showing the asynchronous rotation of the flagella (F). MCP, median cytoplasmic process; SR, striated
rootlet. Scale bar=0.5 pm. (F) Detail showing two striated rootlets (SR) associated to the same centriole (C). Scale bar=0.3 pm.

proximal region containing one axoneme and (ii) in two oppo- 3.2. Spermatozoon

site rows lining the periphery of sections with two axonemes

or with one axoneme and nucleus (Fig. 2B). It is interest- The mature spermatozoon of B. lafoni is illustrated in
ing to note that a striated rootlet is present in old spermatids Figs. 4A-J, SA-E, 61-1V and 7. It contains two axonemes of
(Fig. 2C). At the end of spermiogenesis, the ring of arching unequal length exhibiting the 9+ ‘1’ pattern of the Trepax-
membranes narrows and the spermatid is pinched off from onemata, a single crested body, a parallel nucleus, parallel
the residual cytoplasm (Fig. 2D). cortical microtubules, and electron-dense granules. From the
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Fig. 2. (A-D) Spermiogenesis in Barsonella lafoni. (A) Longitudinal section of a zone of differentiation with two parallel flagella (F). Note
the difference of length between the two flagella (F). AM, arched membranes; CM, cortical microtubules; MCP, median cytoplasmic process;
SR, striated rootlet. Scale bar = 1 wm. (B) Several cross-sections of spermatids after proximodistal fusion showing the nucleus (N) and different
types of cortical microtubules (CM). Scale bar=0.3 wm. (C) Longitudinal section of a spermatid showing the presence of a striated rootlet
(SR) in the late stage of spermiogenesis. AM, arched membranes; Ax, axoneme. Scale bar =1 pwm. (D) Longitudinal section of a spermatid in
the final stage of spermiogenesis. AM, arched membrane; Ax, axoneme; CM, cortical microtubules. Scale bar=0.5 pm.

anterior to posterior extremities of the spermatozoon, it is
possible to distinguish four regions with distinctive ultra-
structural characters.

Region I (Figs. 4A-G and 6I) corresponds to the ante-
rior part of the gamete. It is characterized by the presence
of an electron-dense apical cone that marks the anterior tip
of the gamete (Figs. 4A and B and 6I). The apical cone is
externally surrounded by a helical cord of electron-dense

material that forms a single crested body 60-90 nm thick
(Fig. 4A-C). Later, the first centriole becomes visible
(Fig. 4D). It marks the beginning of the first axoneme.
This axoneme is surrounded by some electron-dense tubu-
lar structures arranged in an arc (Fig. 4D-F). Thus, they
form the so-called arc-like row of cortical microtubules
and they are thick-walled and with an electron-lucent cen-
tre (Figs. 4E and F and 6I). At the end of this region, the
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Fig. 3. (A-E) Diagram showing the main stages of spermiogenesis in Barsonella lafoni. (A) Early stage of spermiogenesis showing the growth
of the two flagella. (B) Stage of spermiogenesis showing the asynchronous rotation of the two free flagella. (C) Stage of spermiogenesis before
the proximodistal fusion of the two flagella, (D) Stage of spermiogenesis after the proximodistal fusion of the two flagella and showing
the migration of nucleus. (E) Final stage of spermiogenesis. AM, arched membranes; Ax1, first axoneme; Ax2, second axoneme; C1, first
centriole; C2, second centriole; CM, cortical microtubules; DM, dense material; F1, first flagellum; F2, second flagellum; IB, intercentriolar
body; MCP, median cytoplasmic process; N, nucleus; SR, striated rootlet.

crested body becomes thinner and subsequently disappears
(Fig. 4G).

Region II (Figs. 4H-J, 5A, 6II and 7) lacks crested body.
It is characterized by the appearance of the second axoneme
(Fig. 4H). At this level, nine scattered centriolar doublets are
shown and the number of cortical microtubules lying beneath
the plasma membrane increases (Fig. 4I). Also, it is possible
to observe that cortical microtubules become thin-walled and
are organized in two opposite and parallel sub-membranous
layers (Figs. 41 and J and 6II). Cross-sections of this region
show an increase in the width of the male gamete and the
appearance of glycogen granules (Figs. 4H and J, 5A and 7).

Region III (Figs. SA-C, 6III and 7) constitutes the
nuclear region of the spermatozoon, in which two axonemes,

Chapitre III : Résultats
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granules of glycogen, two fields of thin cortical microtubules
and nucleus coexist. The nucleus, slightly electron-dense,
exhibits a parallel disposition being localized between the two
axonemes (Fig. 5A and B). This parallel disposition extends
into the area with a single axoneme (Fig. 5C). Cross-sections
show that the diameter of the nucleus increases towards
the middle part of the region (Fig. 5B). Later one of the
axonemes disorganizes and disappears (Figs. 5B and 6III)
and the diameter of the nucleus decreases progressively
(Fig. 5C). At the end of region III, the nucleus disappears
(Fig. 611I).

Region IV (Figs. 5D-G and 6IV) contains a single
axoneme, cortical microtubules, and glycogen granules.
Towards the distal part of the male gamete, cross-sections
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Fig. 4. (A-J) Mature spermatozoon of Barsonella lafoni. (A) Longitudinal section of the anterior part of the spermatozoon showing the apical
cone surrounded by the crested body (CB). C1, first centriole. Scale bar=1 wm. (B) Longitudinal section showing the anterior spermatozoon
extremity (ASE). AC, apical cone; CB, crested body. Scale bar=0.5 pm. (C—E) Consecutive cross-sections from the apical cone (AC) to
the appearance of the first axoneme (Ax1). Note the presence of an arc-like row of thick cortical microtubules (CM). CB, crested body.
Scale bar=0.3 wm. (F) Cross-section of the Region II lacking crested body showing the arc-like row of cortical microtubules (CM). Scale
bar =0.3 wm. (G) Longitudinal section showing the transition area between regions I and II. Note the end of the crested body (CB) (arrowhead).
Scale bar=0.5 pm. (H) Longitudinal section showing the presence of both axonemes (Ax1 and Ax2). Note the appearance of the second
axoneme (arrowhead) and the granules of glycogen (G). Scale bar=0.5 pwm. (I) Cross-section at the level of arrowhead in figure H. Scale
bar=0.3 wm. (J) Cross-sections of region II showing both axonemes, thin cortical microtubules (CM) and granules of glycogen (G). Scale
bar=0.3 pm.
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Fig.5. (A-E)Mature spermatozoon of Barsonella lafoni. (A) Longitudinal section of the transition area between regions Il and III. G, granules
of glycogen; N, nucleus. Scale bar=0.5 pum. (B) Two cross-sections at the nuclear area showing the increase of the nucleus (N) diameter
towards the posterior end of this region. Note the disorganization of one of the axonemes in the nuclear region (arrowhead). CM, cortical
microtubules; G, granules of glycogen. Scale bar=0.3 wm. (C and D) Consecutive cross-sections of the nuclear area of region IV showing
the gradual reduction of glycogen granules (G) and cortical microtubules (CM), and the disappearance of the nucleus (N) in figure D. Scale
bars =0.3 wm. (E-G) Cross and longitudinal sections of the posterior area of the male gamete. Note the progressive decrease of the glycogen
amount (G) towards the posterior spermatozoon extremity (PSE) and the presence of cortical microtubules (CM) at the posterior tip. Scale

bars =0.5 pm, 0.3 wm, 0.3 wm, respectively.

show a decrease in the size of the spermatozoon (Fig. 5D).
There is also adecrease in the number of cortical microtubules
and granules of glycogen (Fig. 5D). In the posterior extrem-
ity of the male gamete, the axoneme becomes disorganized
(Figs. SF and G and 61V), the number of electron-dense gran-
ules gradually decreases and only some cortical microtubules
accompanied by some granules of glycogen are present in the
posterior tip of the spermatozoon (Fig. 5SE-G).

4. Discussion
4.1. Spermiogenesis
In Proteocephalidea, spermiogenesis has been studied

in four species (Sene et al., 1997; Brunanska et al.,
2003b, 2004c, 2005). In the present study we verified that

spermiogenesis in B. lafoni is in accordance with the
previously described basic pattern of proteocephalideans.
Spermiogenesis in B. lafoni is characterized by the presence
of two flagella, flagellar rotation, and proximo-distal fusion.
This pattern corresponds to the type I spermiogenesis of Ba
and Marchand (1995) and is also found in the Spatheboth-
riidea (Brunanska et al., 2006; Brunanskd and Poddubnaya,
2010), in the Diphyllobothriidea (Levron et al., 2006a, 2009,
in press), in the Bothriocephalidea (Swiderski and Mokhtar-
Maamouri, 1980; Brunianska et al., 2001, 2010; Levron et al.,
2005, 2006b; gfpkOVé et al., 2010, 2011; Marigo et al., in
press), in the Dyphyllidea (Azzouz-Draoui, 1985; Azzouz-
Draoui and Mokhtar-Maamouri, 1986/88; Marigo et al.,
2011a), in the Tetraphyllidea—Onchobothriidae (Mokhtar-
Maamouri and Swiderski, 1975; Mokhtar-Maamouri, 1982;
Marigo et al., 2011b), and in the Trypanorhyncha (Swiderski,
1976; McKerr, 1985; Marigo et al., 2011c).
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Fig. 6. (I-1V) Schematic reconstruction of the mature spermato-
zoon of Barsonella lafoni. To simplify the diagram, the granules
of glycogen are not shown in the longitudinal section. (I) Anterior
region of the mature spermatozoon showing the apical cone and the
crested body. (II) Second region of the mature spermatozoon show-
ing the presence of the second axoneme. (III) Nuclear region of the
mature spermatozoon. (IV) Posterior region of the mature spermato-
zoon. AC, apical cone; ASE, anterior spermatozoon extremity; Ax1,
first axoneme; Ax2, second axoneme; C1, first centriole; C2, second

In some groups exhibiting the type I spermiogenesis, a con-
densation of electron-dense material is observed in the apical
region of the differentiation zone during the early stage of the
process. This dense material was described for the first time
in Eubothrium crassum (Bloch, 1779) by Brunianska et al.
(2001) and is present in almost all the Bothriocephalidea
(Brunanska et al., 2001, 2010; Levron et al., 2005, 2006b;
gfpkOVé et al., 2010, 2011; Marigo et al., in press), in
the Spathebothriidea (Brunanskd et al., 2006; Brunanska
and Poddubnaya, 2010), in the Diphyllobothriidea (Levron
et al., 2006a, 2009, in press). Furthermore, electron-dense
material in the apical region was also described in another
group presenting type Il spermiogenesis, the Caryophyllidea
(Brunianskd and Poddubnaya, 2006; Miquel et al., 2008;
Brunanska, 2009; Brunanska and Kosti¢, in press). The
present study represents the first finding of this dense material
in the spermiogenesis process of proteocephalideans. There-
fore, our findings bring into question the restriction of this
dense material to the basal cestodes proposed by Brunanska
and Poddubnaya (2010) on the base of available data at
this time. In fact, the Proteocephalidea are considered the
most closely related order to the Cyclophyllidea (Rego, 1994,
1995).

Spermiogenesis of B. lafoni is also characterized by the
asynchronous development of the flagella resulting in the
observation of two unequal flagella during spermiogenesis. A
similar feature is described in other proteocephalideans such
as Nomimoscolex sp. by Sene et al. (1997), Proteocephalus
torulosus (Batsch, 1786) by Brunanska et al. (2003b), and
Proteocephalus longicollis (Zeder, 1800) by Brunanska et al.
(2004c), in the Bothriocephalidea E. crassum by Brunanska
et al. (2001), in the Diphyllidea Echinobothrium euterpes
(Neifar, Tyler and Euzet, 2001) by Marigo et al. (2011a),
and in the Tetraphyllidea-Onchobothriidae Acanthobothrium
crassicolle Weld, 1855 by Marigo et al. (2011b).

In the cestodes, the intercentriolar body usually comprises
a number of parallel disc-shaped plates of different electron-
densities. In B. lafoni as in almost all proteocephalideans the
intercentriolar body consists of a single electron-dense plate
(Séneetal., 1997; Brunanska et al., 2003b, 2004¢, 2005). The
presence/absence of an intercentriolar body has been used as
a character of phylogenetic importance in eucestodan studies
(Hoberg et al., 1997; Justine, 1998, 2001). It is considered to
be a plesiomorphic character within the Eucestoda (Justine,
1998).

In B. lafoni two striated rootlets associated to the same
centriole are viewed. This feature, also mentioned in two
other species belonging to the Caryophyllidea (Brunanska
and Poddubnaya, 2006) and the Diphyllobothriidea (Levron
etal.,2006a), could be a character of phylogenetic importance
in the future.

centriole; CB, crested body; CM, cortical microtubules; D, doublets;
G, granules of glycogen; N, nucleus; PM, plasma membrane; PSE,
posterior spermatozoon extremity.
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Fig. 7. Cross-sections of the spermatozoon of Barsonella lafoni
showing the presence of glycogen evidenced by the method of
Thiéry (1967). G, granules of glycogen. Scale bar=0.3 pm.

Another particularity in B. lafoni spermiogenesis is the per-
sistence of striated rootlets in the very late spermatids. This
character was already reported in other proteocephalideans
such as Corallobothrium solidum, P. torulosus, P. longicollis
and Nomimoscolex sp. (see Séne et al., 1997; Brunanska et al.,
2003b, 2004c, 2005). While in C. solidum striated rootlets
disappear just after the nuclear migration into the median
cytoplasmic process, in B. lafoni as in P. longicollis striated
rootlets persist in old spermatids. The observation of stri-
ated rootlets during advanced stages of spermiogenesis were
also reported in some Tetraphyllidea Phyllobothrium gracile
Weld, 1855, Acanthobothrium filicolle Zschokke, 1887, Phyl-
lobothrium lactuca van Beneden, 1850 and A. crassicolle
Weld, 1855 (see Mokhtar-Maamouri, 1979, 1982; Séne et al.,
1999; Marigo et al., 2011b) and in the Bothriocephalidea
Clestobothrium crassiceps (Rudolphi, 1819) (see Marigo
et al., in press). This pattern has recently been reported from
an increasing number of cestode species, indicating that the
power and quality of observations are improving.

4.2. Spermatozoon

The present study shows that the basic pattern of ultrastruc-
tural organization of the mature spermatozoon of B. lafoni is
similar to that reported in other proteocephalideans (see Séne
et al., 1997; Brunanska et al., 2003a,c, 2004a,b). It exhibits
the type II spermatozoon of Levron et al. (2010) that includes
the presence of two axonemes, crested body, and both paral-
lel nucleus and cortical microtubules. In spite of this classic
pattern, the spermatozoon ultrastructure of B. lafoni presents
certain remarkable aspects.

In the Proteocephalidea, ultrastructural studies have been
performed on spermatozoa of only six species. These are
C. solidum, P. longicollis, P. torulosus, Electrotaenia mal-
opteruri (Fritsch, 1886), S. sandoni (Lynsdale, 1960) and
Nomimoscolex sp. (see Ba and Marchand, 1994; Seéne et al.,
1997; Brunanska et al., 2003a,c, 2004a,b). Considering the
six studied species, only S. sandoni (Ba and Marchand, 1994)

presents a type IV spermatozoon, whereas the remaining
species including B. lafoni, present type Il spermatozoa (see
Table 1).

The anterior extremity of the mature spermatozoon of B.
lafoni is characterized by the presence of an apical cone.
This electron-dense structure has previously been described
in only two proteocephalideans, namely S. sandoni and Nomi-
moscolex sp. (Ba and Marchand, 1994; Séne et al., 1997).

The apical cone exhibits a helical crested body, exter-
nally coiled, which describes several turns around the apical
cone and reaches the level of the axoneme. The crested
body represents a structure of presumed phylogenetic impor-
tance (Justine, 1998, 2001) and characterizes the anterior
extremity of the spermatozoon of eucestodes (Ba et al.,
1991). According to Ba and Marchand (1995), the pres-
ence of this structure represents a synapomorphy for the
Eucestoda. However, during the last years, an increase of
existing data on spermatology of eucestodes demonstrates its
absence in several groups, such as caryophyllideans, spathe-
bothriideans, diphyllobothriideans and trypanorhynchs (see
reviews in Brunanska (2010), Levron et al. (2010), Brunanska
and Poddubnaya (2010), Marigo et al. (2011c) and Yoneva
etal. (2011)). To date, in the Proteocephalidea, crested body
or bodies have been described in all studied species (Ba and
Marchand, 1994; Sene et al., 1997; Brunanska et al., 2003a,c,
2004a,b). Like in most proteocephalideans (see Table 1) only
a single crested body was found in B. lafoni. The presence
of this single crested body is considered a plesiomorphic
condition for the Eucestoda (Justine, 1998). Nevertheless,
a particular pattern has been found in Nomimoscolex sp.,
which presents three helical crested bodies in the anterior
tip of the male gamete (Sene et al., 1997). The presence of
several crested bodies is not commonly described in “basal”
cestodes. Thus, Nomimoscolex sp., presents a pattern only
found in Cyclophyllidea. This feature could be an interest-
ing character to demonstrate the close relationship between
Proteocephalidea and Cyclophyllidea.

One of the most interesting characteristics found in the
spermatozoon of B. lafoni is the arrangement of tubular
structures in its anterior extremity. These cortical micro-
tubules describe a sub-membranous arc surrounding the
first axoneme. This arrangement, commonly named arc-like
row of cortical microtubules, has been reported in several
orders of Eucestoda. These are the Caryophyllidea (Arafa and
Hamada, 2004; Gamil, 2008; Brunanska, 2009; Yoneva et al.,
2011; Brunanska and Kostic, in press), the Spathebothriidea
(Brunanska et al., 2006; Brunanska and Poddubnaya, 2010),
the Trypanorhyncha (Miquel and Swiderski, 2006; Miquel
etal.,2007a; Marigo et al., 201 1¢), the Bothriocephalidea (Ba
et al., 2007), the Diphyllobothridea (Justine, 1986; Levron
et al.,, 2006a, 2009, in press), the Tetraphyllidea (Marigo
etal., 2011b), the Proteocephalidea (Ba and Marchand, 1994;
Sene et al., 1997; Brunanska et al., 2003a,c, 2004a,b) and
the Cyclophyllidea—Mesocestoididae (Miquel et al., 1999,
2007b). However, in Nomimoscolex sp. (Sene et al., 1997),
due to the presence of three helical crested bodies, this
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Family, subfamily and species
References

Spermiogenesis

Spermatozoon

1B DM FR

Type

AxN AC CB ArcCM  AxN PSE

Type
N T

Monticelliidae

Zygobothriinae

Nomimoscolex sp. 1 1
Seéne et al. (1997)

Proteocephalidae

Corallobothriinae

Corallobothrium solidum | 1
Brunanska et al. (2004a,

2005)

Gangesiinae

Electrotaenia malopteruri

Brunanska et al. (2004b)
Proteocephalinae

Barsonella lafoni I 1 + + o+
Present study

Proteocephalus longicollis |
Swiderski (1985, 1996)
Brunanska et al. (2003a,

2004c¢)

Proteocephalus torulosus I 1
Brunanska et al. (2003b,

2003c¢)

Sandonellinae

Sandonella sandoni

Ba and Marchand (1994)

Sorl

80 + 2 +

30200 + 2 +

II 60-150 + 2 +

60-90 + 2 +

60-100  + 2 +

80-100 + 2 +

v + 1 50-100 + 1 +

Spermiogenesis characters: AXN, number of axonemes; DM, dense material; FR, flagellar rotation; IB, number of plates of intercentriolar body; PF, proximodistal
fusion; SR, striated rootlets. Spermatozoon characters: AC, apical cone; ArcCM, arc of cortical microtubules; AxN, number of axonemes; CB, crested body (N,
number; T, thickness in nm); CM, cortical microtubules; G, glycogen; PSE, posterior spermatozoon extremity. +/—, presence/absence of character. Spermiogenesis
types are considered according to B4 and Marchand (1995). Spermatozoa types are considered according to Levron et al. (2010).

arc-like row is divided into two separated arcs. Moreover, in
most bothriocephalideans a complete ring of cortical micro-
tubules replaces this arc-like row of cortical microtubules
(Swiderski and Mokhtar-Maamouri, 1980; Levron et al.,
2005, 2006a,c; Brunanska et al., 2002, 2010; §1’pk0vz’1 et al.,
2010, 2011; Marigo et al., in press).

In most cases, the cortical microtubules forming the arc-
like row or the ring show a different aspect in comparison
to those present in posterior areas of the male gamete. The
microtubules forming the arc-like row or ring are thicker
than microtubules in posterior areas of the spermatozoon and
therefore two types of cortical microtubules coexist in the
male cell. These two types are reported in all the species
presenting an arc-like row or ring of cortical microtubules,
except in the caryophyllideans. In these species presenting
two types of cortical microtubules, the thick cortical micro-
tubules are limited to the anterior region of the sperm cell,
whereas the thin ones occur after the appearance of the sec-
ond axoneme, if the spermatozoon exhibits two axonemes or
in the posterior regions if the spermatozoon presents only one
axoneme.

The disposition and aspect of the nucleus are variable
among the Proteocephalidea. These facts have been reviewed
by Brunanska (2010). Thus, in E. malopteruri and Nomi-
moscolex sp. (Sene et al., 1997; Brunanska et al., 2004b)
the nucleus appears before the second axoneme. In B. lafoni
as in Nomimoscolex sp. (Sene et al., 1997) the nucleus is
rod-shaped and localized between the axonemes. In E. mal-
opteruri, C. solidum and S. sandoni (Ba and Marchand, 1994;
Brunanska et al., 2004a,b) the nucleus is roughly circular
and situated at the periphery of the cell. In P. forulosus and P.
longicollis (Brunanska et al., 2003a,c), the nucleus is initially
circular and located between the axonemes, and posteriorly,
it becomes horseshoe-shaped.

The posterior extremity of the spermatozoon in the pro-
teocephalidean species generally shows the disorganization
of one of the axonemes (Ba and Marchand, 1994; Séne et al.,
1997; Brunanska et al., 2003a,c, 2004a,b). In B. lafoni, the
posterior tip of the spermatozoon shows some cortical micro-
tubules accompanied by some granules of glycogen. This
type of posterior spermatozoon extremity is described for the
first time in the Proteocephalidea.
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I11.4. Etude ultrastructurale de la spermiogenese et du spermatozoide du cestode
Clestobothrium crassiceps (Rudolphi, 1819) (Bothriocephalidea), parasite du
poisson téléostéen Merluccius merluccius (Gadiformes : Merlucciidae)

Résumé

La spermiogenése et ’ultrastructure du spermatozoide du cestode Clestobothrium
crassiceps (Rudolphi, 1819) (Bothriocephalidea), parasite du poisson téléostéen
Merluccius merluccius (Linnaeus, 1758), ont été étudiées au microscope électronique a
transmission. Le processus de la spermiogenése implique en premier lieu la formation
d’une zone de différenciation contenant deux centrioles, associés a deux racines striées
et a un corps intercentriolaire. Un matériel dense aux électrons est visible dans la région
apicale de la zone de différenciation. Les centrioles forment deux flagelles qui se
développent perpendiculairement a ’expansion cytoplasmique médiane. Ensuite, ils
entament une rotation de 90° deviennent paralléles a 1’expansion cytoplasmique
médiane. A cette rotation fait suite une fusion proximodistale des flagelles qui
s’intégrent dans 1’expansion cytoplasmique. Au méme moment, le noyau s’allonge et
entame sa migration dans le corps spermatique. Le processus de la spermiogenése prend
fin avec ’apparition du cone apical entouré du corps en créte hélicoidal a I’avant de la
spermatide. Finalement, une constriction au niveau de 1I’anneau des membranes arquées
permet le détachement du jeune spermatozoide du cytoplasme résiduel. Le
spermatozoide mQr de C. crassiceps est filiforme et contient deux axonemes de type
9+1°, spécifique des Trepaxonemata, un noyau parallele, des microtubules corticaux
paralleles et des granules de glycogene. L extrémité antérieure présente un cone apical
réduit, opaque aux électrons et entouré d’un corps en créte hélicoidal. Autour du
premier axonéme apparait un anneau de microtubules épais qui persiste jusqu’a
I’apparition du second axonéme. Plus tard, ces microtubules épais disparaissent et
d’autres microtubules beaucoup plus fins apparaissent. L’extrémité postérieure présente
seulement un noyau. Les résultats obtenus sont discutés et comparés particulierement
avec les données ultrastructurales disponibles sur I’ancien ordre des « Pseudophyllidea
». Ainsi deux différences fondamentales peuvent étre établies entre les spermatozoides
de Bothriocephalidea et ceux des Diphyllobothriidea : le type de spermatozoide (Il ou 1)

et la présence/absence de 1’anneau de microtubules corticaux.
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Abstract Spermiogenesis and the ultrastructure of the
spermatozoon of the bothriocephalidean cestode Clesto-
bothrium crassiceps (Rudolphi, 1819), a parasite of the
teleost fish Merluccius merluccius (Linnaeus, 1758), have
been studied by means of transmission electron microscopy.
Spermiogenesis involves firstly the formation of a differ-
entiation zone. It is characterized by the presence of two
centrioles associated with striated rootlets, an intercentriolar
body and an electron-dense material in the apical region of
this zone. Later, two flagella develop from the centrioles,
growing orthogonally in relation to the median cytoplasmic
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process. Flagella then undergo a rotation of 90° until they
become parallel to the median cytoplasmic process,
followed by the proximodistal fusion of the flagella with
the median cytoplasmic process. The nucleus elongates and
afterwards it migrates along the spermatid body. Spermio-
genesis finishes with the appearance of the apical cone
surrounded by the single helical crested body at the base of
the spermatid. Finally, the narrowing of the ring of arched
membranes detaches the fully formed spermatozoon. The
mature spermatozoon of C. crassiceps is filiform and
contains two axonemes of the 9+“1” trepaxonematan
pattern, a parallel nucleus, parallel cortical microtubules,
and electron-dense granules of glycogen. The anterior
extremity of the gamete exhibits a short electron-dense
apical cone and one crested body, which turns once around
the sperm cell. The first axoneme is surrounded by a ring of
thick cortical microtubules that persist until the appearance
of the second axoneme. Later, these thick cortical micro-
tubules disappear and thus, the mature spermatozoon
exhibits two bundles of thin cortical microtubules. The
posterior extremity of the male gamete presents only the
nucleus. Results are discussed and compared particularly
with the available ultrastructural data on the former
“pseudophyllideans”. Two differences can be established
between spermatozoa of Bothriocephalidea and Diphyllo-
bothriidea, the type of spermatozoon (II vs I) and the
presence/absence of the ring of cortical microtubules.

Introduction

The genus Clestobothrium is included in the recent
tapeworm order Bothriocephalidea, which had formerly

@ Springer
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been included in the suppressed order “Pseudophyllidea”
(Kuchta et al. 2008a). In their study, Kuchta et al. (2008a)
showed that the order “Pseudophyllidea” consists of two
unrelated clades using molecular, morphological, and
ecological approaches. The ultrastructural spermatological
data available to date support these results and confirm the
existence of important ultrastructural differences between
the species of both orders (Levron et al. 2005, 2006a, b, c,
2009; Ba et al. 2007; Brunanska et al. 2010; gipkové et al.
2010, 2011). Bothriocephalideans are intestinal parasites of
teleost fishes including 46 genera distributed into four
families (Bothriocephalidae, Echinophallidae, Philobythii-
dae, and Triaenophoridae). The genus Clestobothrium is
included in the Bothriocephalidae along with another 13
valid genera (Kuchta et al. 2008a, b). Morphologically,
individuals belonging to the genus Clestobothrium differ
from other bothriocephalids because they possess a sphinc-
ter surrounding the anterior aperture of bothria (Schmidt
1986; Bray et al. 1994). To date, this genus comprises only
three valid species: (1) Clestobothrium crassiceps, the
genus type species that was initially described as Bothrio-
cephalus crassiceps, (2) Clestobothrium gibsoni, formerly
described as Bathygadus macrops, and (3) Clestobothrium
neglectum, described as Raniceps raninus (Kuchta et al.
2008b). The remaining families of Bothriocephalidea
include eight genera in the Echinophallidae, two genera in
the Philobythiidae, and 22 genera in the Triaenophoridae
(Kuchta et al. 2008a, b).

The usefulness of ultrastructural data of spermiogenesis
and the spermatozoon to eclucidate the phylogenetic
relationships within the Platyhelminthes has been demon-
strated by several authors (Euzet et al. 1981; Justine 1991,
1998, 2001; Ba and Marchand 1995; Levron et al. 2010).
To our knowledge, the spermatological characters of only
13 species of the former “Pseudophyllidea” have been
studied, including 10 bothriocephalideans and three diphyl-
lobothriideans. Concerning the bothriocephalideans, the
analyzed species are the bothriocephalids Bothriocephalus
clavibothrium, B. claviceps, B. scorpii, Oncodiscus sau-
ridae, and Senga sp. (Swiderski and Mokhtar-Maamouri
1980; Levron et al. 2006b; Ba et al. 2007; Sipkové et al.
2011); the echinophallids Parabothriocephalus gracilis
and Paraechinophallus japonicus (Levron et al. 2006a;
Sipkova et al. 2010); and the triacnophorids Eubothrium
crassum, E. rugosum, and Triaenophorus nodulosus
(Brunanska et al. 2001, 2002, 2010; Levron et al. 2005).
In what is referred to as the diphyllobothriideans, the
three studied species are the scyphocephalid Duthiersia
fimbriata (Justine 1986), and the diphyllobothriids Diphyl-
lobothrium latum and Ligula intestinalis (Levron et al.
2006¢, 2009).

The present study describes for the first time the
spermiogenesis and the spermatozoon ulstrastructure of C.
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crassiceps, with the aim of providing new data on this
genus potentially useful for phylogenetic analyses.

Materials and methods

Live adult specimens of C. crassiceps were collected from
the intestine of the teleost fish Merluccius merluccius
(Gadiformes: Merlucciidae) caught in Roses (Girona, Spain).

Live cestodes were first placed in a 0.9% NaCl solution.
Later the mature proglottids were fixed in cold (4°C) 2.5%
glutaraldehyde in a 0.1-M sodium cacodylate buffer at pH 7.4
for a minimum of 2 h, rinsed in a 0.1-M sodium cacodylate
buffer at pH 7.4, postfixed in cold (4°C) 1% osmium tetroxide
in the same buffer for 1 h, rinsed in a 0.1-M sodium
cacodylate buffer at pH 7.4, dehydrated in an ethanol series
and propylene oxide, and finally embedded in Spurr’s resin.
Ultrathin sections were obtained using a Reichert-Jung Ultra-
cut E ultramicrotome, placed on copper grids, and double-
stained with uranyl acetate and lead citrate (Reynolds 1963).
Ultrathin sections were examined using a JEOL 1010 TEM
operated at an accelerating voltage of 80 kV.

The presence of glycogen was detected using the method
of Thiéry (1967). Gold grids were treated in periodic acid,
thiocarbohydrazide, and silver proteinate (PA-TCH-SP) as
follows: 30 min in 10% PA, rinsed in distilled water, 24 h in
TCH, rinsed in acetic solutions, and distilled water, 30 min
in 1% SP in the dark, and rinsed in distilled water.

Results
Spermiogenesis

Spermiogenesis in C. crassiceps is described in Figs. 1, 2, 3
and 4. In the testes, spermatids are grouped in rosettes and
are interconnected to a central cytophore by cytoplasmic
bridges (Fig. 1a). Each spermatid contains a large nucleus
with scattered chromatin and numerous mitochondria
(Fig. 1a). Spermiogenesis starts by the formation of a zone
of differentiation situated at the periphery of each spermatid
(Fig. 1b). In the very early stages of spermiogenesis it is
possible to observe an electron-dense material in the
peripheral region of the zone of differentiation (Fig. 1b).
The differentiation zone also contains two centrioles
associated with striated rootlets and an intercentriolar body
(Fig. 1b—d). The intercentriolar body is a cylindrical
structure and consists of three electron-dense plates: one
central thicker electron-dense layer bordered by two thin
electron-dense layers (Fig. 1c). The differentiation zone is
lined by a layer of submembranous cortical microtubules
and delimited at its base by a ring of arched membranes
(Fig. 1d). Cross-sections of this zone show that cortical
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Fig. 1 Spermiogenesis in C.
crassiceps. a Rosette showing
numerous peripheric spermatids
attached to the central cytophore
(Cy). M mitochondria, N nucle-
us. Bar 5 pm. b Longitudinal
section of an early stage of
spermiogenesis showing the
appearance of the electron-dense
material (DM). IB intercentriolar
body, N nucleus, SR striated
rootlets. Bar 0.5 um. ¢ Cross-
section of the differentiation
zone showing the intercentriolar
body and the cortical microtu-
bules (CM) associated with the
electron-dense material (DM).
Arrowheads indicate the three
electron-dense layers forming
the intercentriolar body. SR stri-
ated rootlets. Bar 0.3 um. d
Longitudinal section of an early
stage of spermiogenesis show-
ing the presence of two cen-
trioles (C), striated rootlets (SR),
the intercentriolar body (/B), and
the electron-dense material
(DM) in the zone of differentia-
tion. AM arched membranes, N
nucleus. Bar 0.5 um. e, f Two
longitudinal sections of the dif-
ferentiation zone confirming the
asynchronic growth of the fla-
gella. C2 second centriole, DM
electron-dense material, F/ first
flagellum, /B intercentriolar
body, N nucleus. Bar 0.5 um

microtubules are associated with an electron-dense material
organized in several submembranous fields (Fig. 1c). In
longitudinal sections, this electron-dense material is also
visible and extends up to the ring of arched membranes
(Fig. 1d). One of the centrioles elongates and gives rise to a
flagellum (Fig. le). Later the second flagellum also
elongates and, thus, two flagella of unequal length are
formed perpendicularly to an incipient median cytoplasmic
process (Fig. 1f). It is interesting to note that the growth of
the flagella is asynchronous (Figs. le, f and 2a). Later, both
flagella undergo a rotation of 90° and become parallel to
the median cytoplasmic process (Fig. 2b—d). At this stage,
four very small accumulations of electron-dense material,
the so-called attachment zones, appear on the inner surface
of the plasma membrane in the median cytoplasmic process
(Fig. 2c). These attachment points mark the lines where the
fusion of the median cytoplasmic process with the two
axonemes takes place.

Thus, both axonemes fuse with the cytoplasmic exten-
sion in a proximodistal way (Fig. 2e). The nucleus, located
outside the ring of arched membranes, forms a cone-like

extension directed towards the elongated spermatid
(Fig. 2f). It is important to note that, after the proximodistal
fusion, the axonemes become longitudinally displaced in
relation to one another and striated rootlets are still present
(Fig. 2f). Afterwards, the nucleus elongates and migrates
into the spermatid (Fig. 3a). At the final stages of
spermiogenesis, the ring of arched membranes narrows
(Fig. 3b, c). The crested body and the future apical cone
become visible only at the very end of spermiogenesis
(Fig. 3c), just before the detachment of the mature
spermatozoon from the residual cytoplasm.

Spermatozoon

The mature spermatozoon of C. crassiceps is filiform,
tapered at both ends, and lacks mitochondria. From the
anterior to the posterior extremities, four regions can be
distinguished on the basis of distinctive ultrastructural
features (Figs. 5, 6 and 7).

Region I (Figs. 5a—h and 7 (I)) constitutes the anterior
extremity of the spermatozoon. It exhibits a small apical
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Fig. 2 Spermiogenesis in Clestobothrium crassiceps. a Longitudinal
section of the zone of differentiation showing the unequal length of
flagella (F1 first flagellum, 2 second flagellum) during the flagellar
rotation. DM electron-dense material, N nucleus. Bar 0.5 pm. b
Longitudinal section of the zone of differentiation showing the two
flagella (F) well developed. /B intercentriolar body, MCP median
cytoplasmic process. Bar 0.5 pm. ¢, d Cross and longitudinal sections
of the differentiation zone after the flagellar rotation. Note the
presence of four attachment zones in the median cytoplasmic process

cone of electron-dense material, measuring 620 nm, sur-
rounded by the single helical crested body (Fig. 5a, b). The
crested body, 160 nm thick, is also short and describes only
one turn around the sperm cell (Fig. 5a). At the anterior tip
of the cell some microtubules become gradually visible
from the apical cone area to the centriole area (Fig. Sb—e).
Thus, these microtubules progressively form an arc of
cortical microtubules beneath the plasma membrane and
finally, when the first axoneme appears, they constitute a
complete ring of about 24 to 30 parallel submembranous
cortical microtubules that encircles the axoneme (Fig. 5f—
h). These cortical microtubules are characterized by a thick
membrane and an electron-lucent center and they extend up
to Region II of the spermatozoon containing the second
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(arrowheads). AM arched membranes, CM cortical microtubules, DM
electron-dense material, F flagellum, MCP median cytoplasmic
process. Bar 0.3 pum, bar 0.5 pm. e Longitudinal section of spermatid
after the proximodistal fusion of axonemes (4x). AM arched
membranes. Bar 0.5 um. f Longitudinal section at the beginning of
the nuclear migration towards the cytoplasmic process. Note that the
axonemes (Ax) are longitudinally displaced in relation to one another
and that the striated rootlets (SR) are still present. AM arched
membranes, N nucleus. Bar 1 um

centriole (Fig. 5f-k). The axoneme shows the 9+“1”
pattern of the trepaxonematan Platyhelminthes (Fig. 5f-h).

Region II (Figs. 5i—n, 6a, and 7 (II)) lacks crested body
and is characterized by the presence of two axonemes of the
9+“1” trepaxonematan pattern and also by the appearance
of electron-dense granules of glycogen (Figs. 5l-n and 6a).
At the end of Region I, scattered electron-dense microtu-
bular elements appear indicating the beginning of the
second centriole (Fig. 5i-k). At the same time, the ring of
thick electron-dense cortical microtubules disorganizes and
finally disappears (Fig. 5j, k). At this level, both axonemes
are very close to each other being separated by two thin
electron-dense cortical microtubules (Fig. 51). Then, four
electron-dense points corresponding to the attachment
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Fig. 3 Spermiogenesis in C. crassiceps. a Longitudinal section of the
spermatid during the nuclear (N) penetration showing the two
axonemes longitudinally displaced in relation to one another (Ax/
first axoneme, Ax2 second axoneme). SR striated roots. Bar 1 um. b, ¢

zones are visible in cross-sections (Fig. 51). Subsequently,
the width of the spermatozoon increases, the cortical
microtubules become arranged in two opposite parallel
fields of four units, and electron-dense granules appear
between them (Fig. 5Sm, n). The method of Thiéry reveals
that these electron-dense granules are glycogen (Fig. 6a).

Fig. 4 Diagram showing the
main stages of spermiogenesis
in C. crassiceps. AC apical
cone, AM arched membranes,
AxI first axoneme, Ax2 second
axoneme, C/ first centriole, C2
second centriole, CB crested
body, CM cortical microtubules,
DM electron-dense material, F/
first flagellum, F2 second fla-
gellum, /B intercentriolar body,
MCP median cytoplasmic
process, N nucleus, SR

striated rootlets

Longitudinal sections of a final stage of spermiogenesis showing the
narrowing of the ring of arched membranes (arrows) and the
appearance of the apical cone (4C) and the crested body (CB). Ax!
first axoneme, CM cortical microtubules. Bar 1 um, bar 0.5 pm

Region II (Figs. 6b—d and 7 (III)) contains two
axonemes, electron-dense granules of glycogen, and two
fields of submembranous and parallel cortical microtubules.
This region is characterized by the presence of the anterior
part of nucleus (Fig. 6b). The nucleus is electron-dense with
fibrillar patches of chromatin (Fig. 6¢). Afterwards, the

F1 MCP F2

AM
AC
CB
Ax1
Ax2 Ax2
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Fig. 5 Mature spermatozoon of C. crassiceps. a Longitudinal section
of the anterior extremity (4SE) of the sperm cell showing the apical
cone (AC) and the first axoneme (A4x/) surrounded by the crested body
(CB). CM cortical microtubules. Bar 1 um. b—f Consecutive cross-
sections of the anterior extremity of the spermatozoon from the apical
cone (AC) to the beginning of the first axoneme (4x/). Note the
progressive formation of the ring of electron-dense cortical micro-
tubules (CM). CI first centriole, CB crested body. Bar 0.5 um. g
Cross-section showing the almost complete ring of electron-dense
cortical microtubules around the axoneme after the disappearance of
the crested body (arrowhead). Bar 0.5 pm. h Cross-section showing
the complete ring of 30 cortical microtubules (CM) encircling the first

diameter of the nucleus increases gradually (Fig. 6b—d).
Each field of parallel cortical microtubules is composed by
seven to eight units. At the end of this region, one of the
axonemes starts to disorganize and finally disappears
(Fig. 6c, d).

Region IV (Figs. 6e—j and 7 (IV)) is characterized by the
presence of one axoneme, nucleus (posterior part), electron-
dense granules of glycogen, and parallel cortical micro-
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axoneme. Bar 0.5 pum. i~k Consecutive cross-sections showing the
gradual formation of the second axoneme (transition area between
regions I and II). Note at the same time the progressive disorganiza-
tion of the ring of electron-dense cortical microtubules. C2 second
centriole. Bar 0.5 um. 1 Cross-section of the region II showing the
four attachment zones (arrowheads). Note the presence of only one
parallel electron-lucent cortical microtubule between the attachment
points at each side of the spermatozoon. Bar 0.5 pm. m Cross-section
of region II showing granules of glycogen (G) and two opposite fields
of parallel electron-lucent cortical microtubules (CM) between the
axonemes. Bar 0.5 um. n Longitudinal section of region II showing
large amounts of glycogen (G). Ax axoneme. Bar 1 pm

tubules. Cortical microtubules are still organized in two
fields, composed of five to six units (Fig. 6¢). They
gradually disappear in the posterior part of this region,
near the posterior extremity of the spermatozoon (Fig. 6e,
f). The diameter of the nucleus increases at this level and
reaches its maximum size (Fig. 6e). At the posterior part of
the spermatozoon, the nucleus decreases in diameter and
cortical microtubules disappear (Fig. 6f). Later the axoneme

166



Parasitol Res

Chapitre III : Résultats

Fig. 6 Mature spermatozoon of C. crassiceps. a Cross-section of
region Il showing the presence of glycogen (G) evidenced by the
cytochemical analysis using the test of Thiéry. Bar 0.5 pm. b Cross-
section of region III showing the nucleus (V) and two axonemes. CM
cortical microtubules. Bar 0.5 pm. ¢ Longitudinal section of the
nuclear region showing the transition area between regions III and IV.
Note the posterior extremity of the axoneme (A4x; arrowhead). N
nucleus. Bar 1 um. d Cross-section of region IV showing the
disorganization of one of the axonemes. N nucleus, S singlets. Bar
0.5 um. e, f Consecutive cross-sections of the posterior area of the

disorganizes: the central core disappears and doublets lose
their arms (Fig. 6g), become disorganized, and finally they
transform into singlets (Fig. 6h). At this level the nucleus
subsists along with only a few singlets (Fig. 6h). The
posterior extremity of the gamete is characterized by the
nucleus surrounded by the plasma membrane (Fig. 61, j).

Discussion

Spermiogenesis

There are some particularities in the spermiogenesis of the
former “Pseudophyllidea” when comparing with the sper-

miogenesis of other orders of cestodes. For example, one of
such particularities is the accumulation of electron-dense

spermatozoon showing the reduction of the size of nucleus (N), the
reduction of glycogen, and the reduction in the number of cortical
microtubules (CM). Bar 0.5 um. g, h Consecutive cross-sections of
the posterior tip of the spermatozoon showing the progressive
disorganization of the axoneme. D doublets, N nucleus, S singlets.
Bar 0.5 um. i Cross-section of the posterior tip of the spermatozoon
showing only the nucleus (V). Bar 0.5 um. j Longitudinal section of
the posterior spermatozoon extremity (PSE). Note the progressive
disorganization of the last axoneme (4x) near the end of the
spermatozoon body. N nucleus. Bar 1 pum

material in the apical area of the differentiation zone during
the early stages of spermiogenesis. This electron-dense
material, described for the first time in E. crassum
(Brunanska et al. 2001), has also been reported in
caryophyllideans (Brunanska and Poddubnaya 2006;
Miquel et al. 2008; Brunanska 2009; Yoneva et al. 2011)
and spathebothriideans (Brunanska et al. 2006; Brunanska
and Poddubnaya 2010), being present only during the
initial stages of spermiogenesis. This electron-dense mate-
rial has also been observed in C. crassiceps in our study.
According to Brunanskd and Poddubnaya (2010), this
feature can be regarded as characteristic of the basal or
lower eucestodes. It is also important to note that in all the
studied species of the former ‘“Pseudophyllidea”, the
cortical microtubules are associated with another electron-
dense material present during spermiogenesis. Although
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Fig. 7 Schematic reconstruction of the mature spermatozoon of C.
crassiceps. To simplify the diagram, the granules of glycogen are not
shown in the longitudinal section. AC apical cone, ASE anterior
spermatozoon extremity, Ax/ first axoneme, Ax2 second axoneme, 4Z
attachment zones, C/ first centriole, C2 second centriole, CB crested
body, CM cortical microtubules, D doublets, G granules of glycogen,
N nucleus, PM plasma membrane, PSE posterior spermatozoon
extremity, S singlets

this electron-dense material is observed in all the studied
Bothriocephalidea and Diphyllobothriidea, it is not men-
tioned by the authors in their studies (Swiderski and
Mokhtar-Maamouri 1980; Justine 1986; Brunanska et al.
2001, 2002, 2010; Levron et al. 2005, 20064, b, ¢, 2009; Ba
et al. 2007; Sipkové et al. 2010, 2011). However, the
localization of the electron-dense material in the differen-
tiation zone of cestodes during spermiogenesis is some-
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times restricted to the centriolar areas, as it happens for
example in certain cyclophyllideans presenting the so-
called centriolar adjunct or centriole-associated structures
(Ba et al. 1991, 2000; Ba and Marchand 1994, 1998;
Miquel et al. 2005; Eira et al. 2006). Moreover, in some of
these cyclophyllideans, such as Gallegoides arfaai or
Mosgovoyia ctenoides, the electron-dense structures asso-
ciated with centrioles are still present when the axonemes
are already formed (Miquel et al. 2005; Eira et al. 2006).

The process of spermiogenesis in C. crassiceps is
characterized by a flagellar rotation and proximodistal
fusion. This type of spermiogenesis corresponds to the
“Pseudophyllidean type” of Swiderski (1986) or to the type
I of Ba and Marchand (1995). It is important to remark that
members of the two unrelated clades that constituted the
former order “Pseudophyllidea” (Bothriocephalidea and
Diphyllobothriidea) follow the type I of spermiogenesis
(see Table 1). Thus, taking into account that the four types
of spermiogenesis established by Ba and Marchand (1995)
are the major characteristics of spermiogenesis in the
eucestodes and that members of the two orders show the
same pattern, future studies of spermiogenesis should be
focussed on characters such as intercentriolar body,
particularly for the diphyllobothriideans due to the scarce
available data in this order.

The intercentriolar body is a character used in phyloge-
netic studies for the classification of higher-level cestodes
(Hoberg et al. 1997; Justine 2001; Olson et al. 2001;
Levron et al. 2010). The intercentriolar body in C.
crassiceps includes three electron-dense layers delimited
by four electron-lucent layers. This character is variable
within the “Pseudophyllidea” and the number of plates
varies from one to five within the group. It is formed by a
single electron-dense layer in both B. scorpii and E.
crassum (Brunanska et al. 2001; Levron et al. 2006b), by
three layers in P gracilis, T. nodulosus, and D. latum
(Levron et al. 2005, 2006¢; Sipkova et al. 2010) as occurs
in C. crassiceps, and by five layers in L. intestinalis
(Levron et al. 2009). According to Justine (2001), a
progressive reduction of the intercentriolar body occurs in
the higher cestodes.

Spermatozoon

Recent studies on cestode spermatozoa have revealed
numerous new ultrastructural characters showing a great
degree of variation. These numerous supplementary char-
acters are constantly increasing the degree of utility of
spermatozoon ultrastructure for analysis of cestode phylog-
eny and evolution (Hoberg et al. 1997, 1999; Justine 2001;
Olson et al. 2001; Levron et al. 2010).

The spermatozoon of C. crassiceps also shows particular
characters. It possesses two axonemes of the 9+%“1”
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Table 1 Spermatological characters in bothriocephalidean and diphyllobothiidean cestodes

Orders, families, and species Spermiogenesis Spermatozoon
References Type IB DM SR FR PF F Type AC CB RCM AxN G AZ PSE
Bothriocephalidea
Bothriocephalidae
Bothriocephalus clavibothium (Swiderski and 1 ?7 - + 4+ + 2 1 - - + 2+ - Ax
Mokhtar-Maamouri 1980)
Bothriocephalus claviceps (Ba et al. 2007) 11 + o+ Partial 2 + ? Ax
Bothriocephalus scorpii(Levron et al. 2006b) 1 3 0+ + 4+ + 2 1 -+ + 2 + + N
Clestobothrium crassiceps (present study) 1 3+ + 4+ + 2 1 + 160 + 2 + + N
Oncodiscus sauridae (Sipkova et al. 2011) 1 3+ + + + 2 1 - 150 + 2 + + N+CM
Senga sp. (Sipkova et al. 2011) 1 3+ + 4+ + 21 - 150 + 2 + + CM
Echinophallidae
Parabothriocephalus gracilis Sipkova et al. 2010 1 3 0+ + 4+ + 21 - 130 + 2 + - NtCM
Paraechinophallus japonicum (Levron et al. 2006a) 11 - 130 + 2 + + NtCM
Triaenophoridae
Eubothrium crassum (Brunanska et al. 1 1+ + + + 21 - 50-100 + 2+ +  Ax
2001, 2002, 2010)
Eubothrium rugosum (Brunanska et al. 2010) 11 - 120 + + +  Ax
Triaenophorus nodulosus (Levron et al. 2005) 1 3+ + 4+ + 21 - 50 + + ?  AXx
Diphyllobothriidea
Scyphocephalidae
Duthiersia fimbriata (Justine 1986) 11 - 100 Partial 2 + ? ?
Diphyllobothriidae
Diphyllobothrium latum (Levron et al. 2006c) 1 3 + 4+ o+ - - - + N
Ligula intestinalis (Levron et al. 2009) 1 5 + 4+ + 21 - = - - Ax

Spermiogenesis types are considered according to Ba and Marchand (1995); spermatozoa types are considered according to Levron et al. (2010)

Spermiogenesis characters: NAx number of axonemes, DM dense mass, F' number of flagella, FR flagellar rotation, /B number of plates of
intercentriolar body, PF proximodistal fusion, SR striated rootlets; spermatozoon characters: AC apical cone, Ax axoneme, AxN number of
axonemes, 4Z attachment zones, CB crested body, CM cortical microtubules, G glycogen, N nucleus, PSE posterior spermatozoon extremity, RCM
ring of cortical microtubules, +/- presence/absence of considered character, ? unknown data or required to be confirmed

trepaxonematan pattern, a single crested body, parallel
nucleus, and parallel cortical microtubules. Therefore, it
corresponds to the type II spermatozoon of Levron et al.
(2010). This type has been reported in all the studied
species of Bothriocephalidea (Swiderski and Mokhtar-
Maamouri 1980; Brunanska et al. 2001, 2002, 2010;
Levron et al. 2005, 2006a, b; Ba et al. 2007; Sipkova et
al. 2010, 2011), Tetraphyllidea-Onchobothriidae (Mokhtar-
Maamouri and Swiderski 1975; Mokhtar-Maamouri 1982;
Quilichini et al. 2007; Marigo et al. 2011a), Proteocepha-
lidea (Séne et al. 1999; Brunanska et al. 2003a, b; 2004a,
b), and in two Diphyllidea (Azzouz-Draoui 1985).

An interesting feature in the spermatozoon of C.
crassiceps is the presence of an apical cone in its anterior
extremity. Among the 13 previously studied “pseudophylli-
deans” this structure was only described by Ba et al. (2007)
in B. claviceps. However, in B. claviceps, the apical cone is
very long (around 6.6 um) while in C. crassiceps this
structure is short and measures about 600 nm.

The crested body is another structure that also marks the
anterior part of the spermatozoon and is present in most but
not all cestode spermatozoa. In the Bothriocephalidea, the
crested body is present in almost all studied species except
for a single taxon, B. clavibothrium (Swiderski and
Mokhtar-Maamouri 1980). The presence of the crested
body is considered a synapomorphy for the eucestodes (Ba
and Marchand 1995). Posteriorly, Justine (1998) proposed
the crested body as a synapomorphy in derived groups of
cestodes, including the “Pseudophyllidea”. Therefore, the
crested body is presumably absent in the most basal
eucestodes, i.e., Caryophyllidea, Spathebothriidea, Haplo-
bothriidea, and Trypanorhyncha (Levron et al. 2010). In
light of the spermatozoon study presented here, as well as
previous ones, the crested body is only present in
bothriocephalidean cestodes, but not in diphyllobothrii-
deans (see Table 1).

The anterior part of the spermatozoon of bothriocepha-
lideans is characterized by the presence of a ring of thick
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electron-dense cortical microtubules encircling the axo-
neme (Swiderski and Mokhtar-Maamouri 1980; Brunanska
et al. 2002, 2010; Levron et al. 2005, 2006a, b; Sipkova et
al. 2010, 2011). This feature has not been observed in the
diphyllobothriideans L. intestinalis or D. latum (Levron et
al. 2006¢, 2009). However, an incomplete ring of cortical
microtubules has been described in the diphyllobothriidean D.
fimbriata (Justine 1986), but this observation requires
confirmation. Later, in more posterior areas of the sperma-
tozoon these cortical microtubules become thin and, conse-
quently, two types of microtubules have been observed: the
first type (thick cortical microtubules) forms the ring and is
localized in the anterior part, and the second type (thin
cortical microtubules) is localized posteriorly (Swiderski and
Mokhtar-Maamouri 1980; Brunanska et al. 2002, 2010;
Levron et al. 2005, 2006a, b; gipkové et al. 2010, 2011).
Among the Bothriocephalidae some species present partic-
ularities such as those in B. claviceps (Ba et al. 2007)
presenting a partial ring of cortical microtubules. Also, in E.
crassum cortical microtubules had been initially attributed to
a posterior area of the sperm cell (Brunanska et al. 2002).
Nonetheless, sections containing the ring of cortical micro-
tubules were recently attributed to the anterior region of the
spermatozoon (Brunanska et al. 2010). In 7. nodulosus, B.
scorpii, and E. rugosum, this ring of cortical microtubules
participates in the formation of the crested body (Levron et
al. 2005, 2006b; Brunanska et al. 2010). On the other hand,
the first type of cortical microtubules generally stays in the
first region of the spermatozoon, but in B. claviceps (Ba et
al. 2007) some electron-dense microtubules were found in
the posterior areas of the sperm cell. According to Sipkova et
al. (2010), this ring of electron-dense cortical microtubules is
only described in the spermatozoa of bothriocephalideans
and may indicate a suitable spermatozoon character for
recognition of divergent taxa. On the other hand, Levron et
al. (2010) considered the ring of electron-dense cortical
microtubules as a possible autapomorphy for the Bothrioce-
phalidea. This fact is confirmed in the study of O. sauridae
and Senga sp., (Sipkova et al. 2011) and also in C.
crassiceps in the present study.

The attachment zones indicate the area of fusion of the
two free flagella with the median cytoplasmic process
during spermiogenesis. These structures, observed in C.
crassiceps during the present study, are also described in
six other Bothriocephalidea namely P. japonicus, B. scorpii,
E. crassum, E. rugosum, O. sauridae, and Senga sp.
(Levron et al. 2006a, b; Brunianské et al. 2010; Sipkova et
al. 2011); in two Diphyllobothriidea namely L. intestinalis
and D. latum (Levron et al. 2006¢, 2009); and in three
Trypanorhyncha namely Aporhynchus menezesi, Dollfii-
siella spinulifera, and Parachristianella trygonis (Miquel
and Swiderski 2006; Miquel et al. 2007; Marigo et al.
2011b).

@ Springer

The posterior part of the spermatozoon of C. crassiceps as
in D. latum (Levron et al. 2006c) shows only the nucleus.
This posterior end in bothriocephalidean and diphyllobo-
thriidean cestodes is variable even within the species and
contains a nucleus, or a nucleus plus microtubules, or an
axoneme (see Table 1). According to this variability, the
posterior extremity of the spermatozoon does not appear to
possess characters suitable for differentiating members of
Bothriocephalidea and Diphyllobothriidea.
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Chapitre IIT : Résultats

I11.5. Etude ultrastructurale de la spermiogenese et du spermatozoide du cestode
Echinobothrium euterpes (Neifar, Tyler & Euzet 2001) Tyler 2006 (Diphyllidea),
parasite de la raie commune, Rhinobatos rhinobatos

Résumé

La spermiogenése et 1’organisation ultrastructurale du spermatozoide de
Echinobothrium euterpes ont été étudiées au microscope électronique a transmission en
y associant une analyse cytochimique pour la détection du glycogéne. Le matériel a été
récolté chez la raie guitare, Rhinobatos rhinobatos, péchée dans le Golf de Gabes
(Tunisie). La spermiogenese chez E. euterpes est caractérisée par le développement
orthogonal de deux flagelles inégaux, suivi par une rotation flagellaire et une fusion
proximodistale de ces flagelles avec une expansion cytoplasmique médiane. Le
caractere le plus important, spécifique aux cestodes Diphyllidea, est la présence de deux
corps triangulaires, associés aux centrioles, constitués par de fins granules de matériel
dense aux électrons, dépourvus de striations visibles et assimilés aux racines striées.
Cette structure, seulement décrite chez les Diphyllidea, pourrait étre considérée comme
une synapomorphie pour cet ordre. Le processus de la spermiogenese est aussi
caractérisé par la présence d’un flagelle trés court (environ 1 um de long), observé
durant tous les stades de la spermiogenese. Ce type de flagelle n’a jamais été décrit chez
un Diphyllidea et pourrait étre considéré comme un caractére évolué du groupe. Durant
les derniers stades de la spermiogenese, ce flagelle court aurait dégénéré. De ce fait, le
spermatozoide mdr de E. euterpes présente un seul axoneme de type 9+°1’ décrit chez
les Trepaxonemata. Il présente également un unique corps en créte hélicoidal, un noyau
spiralé, trés peu de microtubules corticaux paralleles et des granules de a-glycogéne.
Les similitudes et les différences entre les spermatozoides de Diphyllidea sont

discutées.

Mots clés : spermiogenése, spermatozoide, ultrastructure, Echinobothrium euterpes,

Diphyllidea, Cestoda
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Abstract Spermiogenesis and the ultrastructural characters
of the spermatozoon of Echinobothrium euterpes are
described by means of transmission electron microscopy,
including cytochemical analysis for glycogen. Materials
were obtained from a common guitarfish Rhinobatos
rhinobatos caught in the Gulf of Gabé¢s (Tunisia). Sper-
miogenesis in E. euterpes is characterized by the orthogonal
development of two unequal flagella followed by the
flagellar rotation and the proximodistal fusion of these
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flagella with the median cytoplasmic process. The most
interesting pattern characterizing the diphyllidean cestodes
is the presence of a triangular body constituted by fines and
dense granules without visible striation and assimilated at
the striated rootlets. This pattern, only related in the
Diphyllidea cestodes may be a synapomorphy of this order.
Spermiogenesis is also characterized by the presence of a
very short flagellum (around 1 pum long), observed in all
the stages of spermiogenesis. This type of flagellum has
never been commented in the diphyllidean cestodes and
should be considered as an evolved character in this
group. In the latest stage of spermiogenesis, this short
axoneme probably degenerates. Thus, the mature sperma-
tozoon of E. euterpes possesses only one axoneme of 9+“1”
trepaxonematan pattern. It also exhibits a single helical
electron-dense crested body, a spiraled nucleus, few parallel
cortical microtubules, and «-glycogen granules. Similitudes
and differences between spermatozoa of diphyllideans are
discussed.

Introduction

The phylogeny of the order of Diphyllidea has been
controversial for a long time. Since recognition and
validation of this group by various authors, there has been
a divergence of opinion regarding the affinities of this order
(Ivanov and Hoberg 1999; Tyler 2006). The justification for
maintaining the Diphyllidea in an order range was
strengthened (reinforced) by Caira et al. (1999, 2001) and
Ivanov and Hoberg (1999), who demonstrated the mono-
phyly of the order. In the most recent keys to the cestodes
(Khalil et al. 1994), the order Diphyllidea was recognized as
comprising three families: Echinobothriidae, Ditrachybothri-
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diidae, and Macrobothridiidae. This taxonomic status of the
order was fairly stable, and was accepted by most, if not all,
cestode systematists worldwide (Hoberg et al. 1997, 1999,
2001; Mariaux 1998; Caira et al. 1999; Olson et al. 2001).
However, more recently, Tyler (2006) proposes in a mono-
graph study that the order Diphyllidea only includes two
genera and 36 species classified into two families (Echinobo-
thriidae and Ditrachybothridiidae). Posteriorly, with the
description of six additional species namely Echinobothrium
diamanti (Ivanov and Lipshitz 2006), Echinobothrium sinen-
sis described as belonging to the genus Macrobothridium (Li
and Wang 2007), Echinobothrium minutamicum (Twohig et
al. 2008), Echinobothrium nataliae, Echinobothrium regi-
nae, and Echinobothrium vojtai (Kuchta and Caira 2010) the
order currently count 42 valid species.

Echinobothrium euterpes described by Neifar et al.
(2001) was firstly assigned to the genus Macrobothridium,
which they considered as a valid genus. Later, Tyler
(2006), based on a morphologic and phylogenetic analy-
sis, considers the genus Macrobothridium as synonymous
of Echinobothrium, and all the species were transferred
into the later genus.

To date, only four species belonging to the genus
Echinobothrium are ultrastructurally studied from a sper-
matological point of view. These are Echinobothrium
affine, Echinobothrium harfordi, Echinobothrium typus,
and Echinobothrium brachysoma (Mokhtar-Maamouri and
Azzouz-Draoui 1984; Azzouz-Draoui 1985; Azzouz-Draoui
and Mokhtar-Maamouri 1986/88). In the present paper, the
ultrastructure of spermiogenesis and the spermatozoon of
E. euterpes have been studied by means of transmission
electron microscopy (TEM) in order to obtain more
information on this genus, to resolve some spermatological
gaps on the Diphyllidea (Levron et al. 2010) and to increase
the spermiological general database of Eucestoda.

Materials and methods

Live specimens of E. euterpes were collected from the
spiral intestine of the common guitarfish Rhinobatos
rhinobatos caught in the Gulf of Gabés (Tunisia). The
living cestodes were placed in a 0.9% NaCl solution. After
dissection, different portions of mature proglottides con-
taining testes and seminal ducts were normally processed
for transmission electron microscope examination. There-
fore, they were fixed in cold (4°C) 2.5% glutaraldehyde in a
0.1 M sodium cacodylate buffer at pH 7.4 for 2 h, rinsed in
a 0.1 M sodium cacodylate buffer at pH 7.4, postfixed in
cold (4°C) 1% osmium tetroxide in the same buffer for 1 h,
rinsed in a 0.1 M sodium cacodylate buffer at pH 7.2,
dehydrated in an ethanol series and propylene oxide, and
finally embedded in Spurr's resin. Ultrathin sections were
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obtained using a Reichert-Jung Ultracut E ultramicrotome,
placed on copper grids and double-stained with uranyl
acetate and lead citrate according to Reynolds methodol-
ogy (Reynolds 1963). Ultrathin sections were examined
using a JEOL 1010 TEM operated at an accelerating
voltage of 80 kV.

For proving the presence of glycogen particles, the
Thiéry's technique (Thiéry 1967) was used. Gold grids were
treated in periodic acid, thiocarbohydrazide, and silver
proteinate (PA-TCH-SP) as follows: 30 min in 10% of PA,
rinsed in distilled water, 24 h in TCH, rinsed in acetic
solutions and distilled water, 30 min in 1% SP in the dark,
and rinsed in distilled water.

Results
Spermiogenesis

In E. euterpes, spermiogenesis (Figs. 1, 2, 3) starts with the
formation of a zone of differentiation at the periphery of
each spermatid. This differentiation zone is a conical
area containing nucleus and two centrioles and delimited
at its base by a ring of arched membranes (Fig. 1a). In
cross-section, the centrioles appear as formed by nine
triplets (Fig. 1b) and are situated in a cytoplasmic
protrusion bordered by few cortical microtubules (Fig. 1b).
Each centriole supports a dense mass that is interpreted as
homologous to a striated rootlet and both are separated by an
intercentriolar body (Fig. 1c). The latter is formed by three
electron-dense plates (Fig. 1c). The centrioles elongate and
give rise to two unequal free flagella which grow orthogonal
to a cytoplasmic extension and later rotate (Fig. 1d) and
become parallel with the cytoplasmic process (Fig. le, f).
The short flagellum presents more or less an equal longer
in all the viewed spermatids and never exceeds 1 pm
(Fig. le). Cross-section in the proximal region of the
differentiation zone shows that the cortical microtubules
are organized in two opposite fields of six to eight
microtubules in both sides to the median cytoplasmic
process (Fig. 2a). More posteriorly, in the lower part with
one flagellum, this number decreases to one or two
(Fig. 2b). The fusion of these three processes occurs in
the so-called proximodistal fusion. In a later stage, the
nucleus enlarges, moves across the ring of arched
membranes, and initiates its migration along the spermatid
body between the two axonemes (Fig. 2c). At this stage,
the short flagellum is shown near the ring of arched
membranes (Fig. 2c). After the migration of nucleus, the
short axoneme takes down and is localized more distally
in the spermatid (Fig. 2d). In advanced stages of
spermiogenesis, an apical cone and the single helical
crested body appear at the basis of the spermatid (Fig. 2e).
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Fig. 1 Spermiogenesis in

E. euterpes. a Zone of differen-
tiation in the initial stage of
spermiogenesis showing the
presence of two centrioles (C).
AM arched membranes, N
nucleus. Bar 1 um. b Cross-
section of the proximal part of
the spermatid showing the nine
triplets of centrioles (C). CM
cortical microtubules. Bar

0.5 um. ¢ Cross-section of a
proximal area of the spermatid
showing the three electron-
dense plates forming the inter-
centriolar body and both dense
masses (DM). Bar 0.5 pm.

d Longitudinal section of a zone
of differentiation during the
flagellar rotation. AM arched
membranes, DM dense mass,

F flagellum, /B intercentriolar
body. Bar 1 um. e Longitudinal
section of a zone of differentia-
tion after the flagellar rotation
showing the aspect of the short
flagellum (F2). AM arched
membranes, DM dense mass,
F1 first flagellum, MCP median
cytoplasmic process, N nucleus.
Bar 0.5 pm. f Another longitu-
dinal section of the zone of
differentiation after the flagellar
rotation showing the difference
of lenght between both flagella.
AM arched membranes, DM
dense mass, F/ first flagellum,
F2 second flagellum, MCP
median cytoplasmic process.
Bar 0.5 pm

Spermiogenesis finishes with the detachment of the
spermatozoon from the residual cytoplasm as a result of
the narrowing of the ring of arched membranes (Fig. 2¢).

Spermatozoon
The mature spermatozoon of E. euterpes is a filiform cell,

tapered at both extremities, and lacks mitochondrion
(Figs. 4, 5, 6, 7). From the anterior to posterior extremity,

it is possible to distinguish four different regions (I-1V)
with distinct ultrastructural characters and without any
discontinuity.

Region I (Fig. 4a—g) corresponds to the anterior part of
the gamete. The anterior tip consists of an electron-dense
apical cone that is long and electron-dense (Fig. 4a) and is
surrounded by the single crested body which begins its
helical course more or less at the level of the anterior
spermatozoon extremity and attains the axoneme (Fig. 4a,
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Fig. 2 Spermiogenesis in

E. euterpes. a Cross-section of
the spermatid showing both
flagella (F) and the number of
cortical microtubules (CM) in
the proximal part of the median
cytoplasmic expansion (MCP).
C centriole. Bar 0.5 pm.

b Cross-sections of spermatids
showing the decreasing of the
number cortical microtubules
(CM) at a distal level of the
spermatid containing the first
flagellum (7). MCP median
cytoplasmic process. Bar

0.5 pm. ¢ Longitudinal section
of a zone of differentiation after
the proximodistal fusion of axo-
nemes (4x/ and Ax2) showing
the migration of the nucleus (N).
(Note the position of the short
axoneme). AM arched mem-
branes. Bar 1 pum. d Longitudi-
nal section of the spermatid after
the penetration of the nucleus,
showing the downward position
of the short axoneme (4x2).
AM arched membranes, Ax/
first axoneme. Bar 1 um.

e Longitudinal section of a
spermatid in a final stage of
spermiogenesis showing the
appearance of the apical cone
(AC) and the crested body
(CB). Note the constriction

of the ring of arched
membranes. Bar 1 um

b). The anterior spermatozoon extremity is electron-lucent
(Fig. 4b). In cross-section, this apical cone appears as an
assemblage of some eclectron-dense tubular structures
(Fig. 4c) coiled by the crested body (Fig. 4c). Later, the
centriole appears (Fig. 4d, e) which announces the
beginning of the axoneme (Fig. 4f). The axoneme of the
9+“1” trepaxonematan pattern is centrally positioned.
This region has a particularity to possess few parallel
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cortical microtubules only present in a short area (Fig. 4f).
In fact, this is the only part of the male gamete that
contains cortical microtubules. Region I finishes with the
disappearance of the crested body (Fig. 4g).

Region II (Fig. 5a—d) represents the area of the
spermatozoon located between the crested body and the
nuclear areas. In the areas of this region the axoneme is
only surrounded by the plasma membrane (Fig. 5a, b).
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Fig. 3 Diagram showing the
main stages of spermiogenesis
in E. euterpes. AC apical cone,
AM arched membranes, Ax/
axoneme 1, Ax2 axoneme 2,
C1 centriole 1, C2 centriole 2,
CB crested body, CM cortical
microtubules, DM dense mass,
FI flagellum 1, F2 flagellum 2, &

IB intercentriolar body, MCP c2 C1
median cytoplasmic process,
N nucleus

Later granules of glycogen granules become gradually
visible in the middle part of this region and are uniformly
distributed around the axoneme (Fig. 5a, c, d).

Region III (Figs. 5d—f, 6a) corresponds to the nuclear
region of the spermatozoon. The nucleus is spiraled
around the single axoneme (Fig. 5d). In cross-sections, it
appears horseshoe in form and partially encircles the
axoneme (Fig. 5e). The granules of glycogen are still
present and are isolated in the opposite side without
nucleus. The Thiéry's test has permitted to determine that
this electron-dense granular material is glycogen (f3-
glycogen type; Fig. 5f). At the end of this region, the
dimension of the nuclear spire decreases and the nucleus
progressively disappears (Fig. 6a).

Region IV (Fig. 6a—e) corresponds to the postnuclear
area of the spermatozoon containing only the axoneme
coiled by granules of glycogen (Fig. 6a). In the posterior
end, these granules decreased in number and form a thin
layer roughly the axoneme (Fig. 6b). The axoneme
becomes progressively disorganized towards the distal
end of this region (Fig. 6c—e): firstly the peripheral
doublets become disorganized (Fig. 6¢), break apart into

singlets encircling the central core (Fig. 6d); afterwards
the central core disappears. The granules of glycogen reach
up the vicinity of the posterior tip of the spermatozoon
(Fig. 6e).

Discussion
Spermiogenesis

Spermiogenesis in E. euterpes involves a differentiation
zone with a symmetric median cytoplasmic process with
very few peripheral microtubules. It exhibits also three
electron-dense plates that constitute the intercentriolar body
separating two centrioles which support two dense masses
corresponding to the typical striated roots. Each centriole
grows and forms a free flagellum which rotates and later
fuses with the median cytoplasmic process. This pattern is
assimilated to the type I spermiogenesis of Ba and Marchand
(1995) and is registered in most of the Diphyllidea (Mokhtar-
Maamouri and Azzouz-Draoui 1984; Azzouz-Draoui 1985;
Azzouz-Draoui and Mokhtar-Maamouri 1986/88) with the
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Fig. 4 Mature spermatozoon of
E. euterpes. a Longitudinal
section of the apical cone (4C)
surrounded by the crested body
(CB). ASE anterior spermatozo-
on extremity, Ax axoneme,

C centriole Bar 1 um. b Detail
of the anterior spermatozoon
extremity (ASE). AC apical
cone, CB crested body. Bar

0.5 um. c—f Consecutive cross-
sections from the anterior sper-
matozoon extremity to the
appearance of the axoneme.
Note the presence of some cor-
tical microtubules (CM) in the
axoneme area. Ax axoneme,

C centriole, CB crested body,
CM cortical microtubules. Bar
0.5 pm. g Longitudinal section
showing the transition area
between regions I and II. Note
the end of the crested body
(arrowhead). Ax axoneme,

CB crested body. Bar 1 pm

exception of E. harfordi in which the flagellar bud does not
participate at the spermiogenesis process (Mokhtar-Maamouri
and Azzouz-Draoui 1984; Azzouz-Draoui 1985; Azzouz-
Draoui and Mokhtar-Maamouri 1986/88). Subsequently,
E. harfordi possesses the type Il spermiogenesis contrary to
the other Diphyllidea.

The type I spermiogenesis in E. #ypus, E. brachysoma,
E. affine (Mokhtar-Maamouri and Azzouz-Draoui 1984;
Azzouz-Draoui 1985; Azzouz-Draoui and Mokhtar-
Maamouri 1986/88), and E. euterpes is globally similar but
offers some particularities. All the studied diphyllideans
exhibit dense masses at the place of the striated rootlets. This
structure shows a granular aspect and has a triangular form.
Dense masses are only reported in diphyllidean species and
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might be capable to play the same function that the striated
rootlets. Thus, this character only found in Diphyllidea could
be considered as a synapamorphy for this order.

The intercentriolar body in the Diphyllidea comprises
several parallel disk-shaped plates of different electron
density. As occurs in E. euterpes in the present study, three
electron-dense plates form the intercentriolar body also in
E. typus and in E. brachysoma. (Azzouz-Draoui 1985;
Azzouz-Draoui and Mokhtar-Maamouri 1986/88). On the
contrary, E. harfordi possesses five electron-dense plates
(Mokhtar-Maamouri and Azzouz-Draoui 1984; Azzouz-
Draoui 1985; Azzouz-Draoui and Mokhtar-Maamouri
1986/88) and in E. affine the number of plates constituting
the intercentriolar body is undefined and composed by
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Fig. 5 Mature spermatozoon of
E. euterpes. a Another longitu-
dinal section of the transition
area between region I and II
showing the appearance of
granules of glycogen (G) in the
Region II (arrowhead). CB
crested body. Bar 1 pm. b
Cross-sections of the Region II
before the appearance of gran-
ules of glycogen. Ax axoneme,
PM plasma membrane. Bar

0,5 pum. ¢ Several cross-sections
of the glycogen area (G). Bar
0,5 um. d Longitudinal section
of the transition zone between
regions II and III (nuclear
region). G granules of glycogen,
N nucleus. Bar 1 um. e Cross-
section of the nuclear region
showing the nucleus (V) in a
horseshoe shape. Bar 1 pm.
Several regions of spermatozoon
showing the presence of
glycogen (G) evidenced by

the method of Thiéry.

Bar 0.5 pm
(T . S
multiple electron-dense plates, approximately ten (Mokhtar- ~ the same order is not sufficient for indicate a possible
Maamouri and Azzouz-Draoui 1984; Azzouz-Draoui 1985;  polyphyly of this order.
Azzouz-Draoui and Mokhtar-Maamouri 1986/88). The The most interesting feature evidenced in the present

heterogeneity of this character within species belonging to  study is the presence in the differentiation zone of two

Fig. 6 Mature spermatozoon of
E. euterpes. a Longitudinal
section of the transition zone
between regions III and IV.

N nucleus. Note the end of the
nucleus (arrowhead). Bar 1 pm.
b Cross-section of the postnu-
clear area showing the decreas-
ing of the granules of glycogen
(G). Bar 0,5 pm. ¢, d Consecu-
tive cross-sections of the
posterior area of the spermato-
zoon showing the disorganiza-
tion of the axoneme. D doublets,
S singlets. Bar 0.5 um.

e Longitudinal section of the
posterior area of the spermato-
zoon. Note the presence of the
granules of glycogen in this
zone. G granules of glycogen,
PSE posterior spermatozoon
extremity. Bar 0.5 pm
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Fig. 7 Schematic reconstruction of the mature spermatozoon of E.
euterpes. To simplify the diagram, the granules of glycogen are not
shown in the longitudinal section. AC apical cone, ASE anterior
spermatozoon extremity, Ax axoneme, C centriole, CB crested body,
CM cortical microtubules, G glycogen, N nucleus, PM plasma
membrane, PSE posterior spermatozoon extremity, S singlets

types of flagellum: a well-developed flagellum and a short
flagellum. The later grows, but never exceed 1 um. Very
similar pattern is viewed in E. harfordi in which the
differentiation zone shows two centrioles that give rise to a
well-developed flagellum and a flagellar bud that persists
but later disappears after the migration of the nucleus
(Mokhtar-Maamouri and Azzouz-Draoui 1984; Azzouz-
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Draoui 1985; Azzouz-Draoui and Mokhtar-Maamouri
1986/88). However, this flagellar bud does not participate
at the spermiogenesis process, whereas in E. euterpes, the
short flagellum contributes to the process of spermiogenesis
and subsists after the nuclear migration.

According to Justine (1998) the general diagram of
spermiogenesis described in the Diphyllidea contains two
unequal flagella; one flagellum as shorter than the other and
thus E. harfordi could be simply considered as an extreme
case in which the shorter flagellum is particularly reduced.
This reduction of the axoneme should be an evolved
character and then the spermiogenesis pattern in E. harfordi
(Mokhtar-Maamouri and Azzouz-Draoui 1984; Azzouz-
Draoui 1985; Azzouz-Draoui and Mokhtar-Maamouri
1986/88) and E. euterpes could be considered more evolved
than the remaining diphyllideans.

Contrary to that viewed in other Eucestoda, in the
Diphyllidea, the distribution of cortical microtubules in the
spermatid cells is curious. In E. brachysoma as in E. typus
(Azzouz-Draoui 1985), very few microtubules are described
only in the early stages of spermiogenesis; while in F.
harfordi, microtubules were reported as lacking or difficult to
distinguish (Mokhtar-Maamouri and Azzouz-Draoui 1984;
Azzouz-Draoui 1985; Azzouz-Draoui and Mokhtar-
Maamouri 1986/88). In contradiction with these three
species, E. affine (Mokhtar-Maamouri and Azzouz-Draoui
1984; Azzouz-Draoui 1985; Azzouz-Draoui and Mokhtar-
Maamouri 1986/88) possesses peripheral microtubules
arranged in two fields along the median cytoplasmic
expansion and FE. euterpes also presents cortical micro-
tubules in all the spermiogenesis stages, but they are
restricted in the proximal part of the differentiation zone.
This lack and/or paucity of cortical microtubules, is only
related in Diphyllidea and may be an important pattern
restricted only in this group.

The great differences observed between these five
species belonging to a same genus, indicate that further
observation is needed for validate o refute the heterogeneity
of the ultrastructural characters of the spermiogenesis of
this group. Additionally, spermiogenesis in E. harfordi and
E. euterpes resembles that of the tetraphyllidean Phyllobo-
thiidae Phyllobothrium lactuca (Séne et al. 1999). The
latter shows the Ba and Marchand's type I spermiogenesis
and presents both a long and a short flagella as occurs in E.
euterpes, although all the remaining phyllobothiids present
the type II (Mokhtar-Maamouri 1979; Euzet et al. 1981;
MacKinnon and Burt 1984). Indeed, it is an intermediated
character because this pattern may be considered as
comprising between type I and II spermiogenesis but it is
more similar to the type II in which one flagellum
degenerates or is not formed. The type II spermiogenesis
is described in cestodes belonging to the Tetraphyllidea—
Phyllobothriidae (Mokhtar-Maamouri 1979; Euzet et al.
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1981; MacKinnon and Burt 1984), Caryophyllidea (Swiderski
and Mackiewicz 2002; Arafa and Hamada 2004; Brunanska
and Poddubnaya 2006; Gamil 2008; Miquel et al. 2008;
Brunanska 2009; Yoneva et al. 2011) and Mesocestoididae
(Miquel et al. 1999, 2007a) and is basically characterized by
the formation of two centrioles but only one of them gives a
flagellum. The single flagellum grows orthogonally, rotates,
and fuses with the cytoplasmic extension. Finally, the
previous differentiation zone with one flagellum and one
flagellar bud produces a mature sperm cell with only one
axoneme.

Spermatozoon

The mature spermatozoon of the five Diphyllidea examined
until now shows three different patterns (types L, II, and IV)
according to Levron et al. (2010). The type I spermatozoon
exhibited by the species of Spathebothriidea (Brunanska et al.
2006; Brunanska and Poddubnaya 2010) Diphyllobothriidea
(Levron et al. 2006a, 2009), Haplobothriidea (MacKinnon
and Burt 1985), Trypanorhyncha (Miquel and Swiderski
2006; Miquel et al. 2007b; Marigo et al. 2011), and
Diphyllidea (Mokhtar-Maamouri and Azzouz-Draoui 1984;
Azzouz-Draoui 1985; Azzouz-Draoui and Mokhtar-
Maamouri 1986/88) is characterized by the presence of two
axonemes, parallel cortical microtubules and parallel nucle-
us, and by the lacking of crested body. The type II
spermatozoon reported in Botriocephalidea (Swiderski and
Mokhtar-Maamouri 1980; Brunanska et al. 2002; Levron
et al. 2005, 2006b, c; Ba et al. 2007; Sipkova et al. 2010,
2011), Tetraphyllidea-Onchobothriidae (Mokhtar-Maamouri
and Swiderski 1975; Mokhtar-Maamouri 1982; Quilichini
et al. 2007), Proteocephalidea (Swiderski and Eklu-Natey
1978; Séne et al. 1997; Brunanska et al. 2003a, b, 2004a, b),
and Diphyllidea (Azzouz-Draoui 1985) is characterized by
the presence of two axonemes, helical crested body, parallel
nucleus, and parallel cortical microtubules. The type IV
spermatozoon, characterized by the presence of one axo-
neme, helical crested body, parallel nucleus, and parallel
cortical microtubules, is described in some Tetraphyllidea—
Phyllobothriidaec (Mokhtar-Maamouri 1979; MacKinnon and
Burt 1984), in the Mesocestoididae cyclophyllideans (Miquel
et al. 1999, 2007a) and in certain Diphyllidea (Mokhtar-
Maamouri and Azzouz-Draoui 1984; Azzouz-Draoui 1985;
Azzouz-Draoui and Mokhtar-Maamouri 1986/88 and present
study). According to this classification of the spermatozoon
of eucestodes (Levron et al. 2010) there are some problem-
atic spermatozoa difficult to place. It is the case of
Sandonella sandoni (B4 and Marchand 1994), a Proteoce-
phalidea which presents only one axoneme, or the com-
mented case of P. lactuca (Séne et al. 1999) or Trilocularia
acanthiaevulgaris (Mahendrasingam et al. 1989), two
Phyllobothriidae which present two axonemes. These partic-

ular patterns observed in these species could be considered
as evolved characters.

Considering diphyllidean species, in E. affine, E.
brachysoma, and E. typus (Mokhtar-Maamouri and
Azzouz-Draoui 1984; Azzouz-Draoui 1985; Azzouz-
Draoui and Mokhtar-Maamouri 1986/88), an apparently
plesiomorphic pattern of spermiogenesis engenders a
spermatozoon with two axonemes that are longitudinally
well displaced, and make that the zone with two axoneme
become quasi inexistent. A single helical crested body is
also described in the anterior part of spermatozoa of E.
brachysoma and E. typus, therefore the male gamete of this
two species is most similar to the type II of Levron et al.
(2010). In contrast, no crested body is related in E. affine
(Mokhtar-Maamouri and Azzouz-Draoui 1984; Azzouz-
Draoui 1985; Azzouz-Draoui and Mokhtar-Maamouri
1986/88) which is included in the type I spermatozoon.
Type 1V is related in E. harfordi (Mokhtar-Maamouri and
Azzouz-Draoui 1984; Azzouz-Draoui 1985; Azzouz-Draoui
and Mokhtar-Maamouri 1986/88) and in our study in E.
euterpes. The mature spermatozoon contains only a single
axoneme, a helical crested body and nucleus.

In E. euterpes, although in the final stage of spermio-
genesis the short flagellum was evidenced, the observation
of numerous sections from different specimens permits us
to affirm that a possible overlapping region of the two
axonemes is absent in the mature spermatozoon of this
species and, thus we conclude that one of the axonemes
(the short one) degenerate at the end of spermiogenesis as
in E. harfordi (Mokhtar-Maamouri and Azzouz-Draoui
1984; Azzouz-Draoui 1985; Azzouz-Draoui and Mokhtar-
Maamouri 1986/88).

The most interesting components of all the mature
spermatozoon of Eucestoda include the presence of cortical
microtubules. However, in the Diphyllidea, to date, cortical
microtubules are only related in the mature spermatozoon
of E. affine (Mokhtar-Maamouri and Azzouz-Draoui 1984;
Azzouz-Draoui 1985; Azzouz-Draoui and Mokhtar-
Maamouri 1986/88). In E. euterpes, a short and reduced
in number bundle of parallel cortical microtubules are
observed only in the first part of the spermatozoon,
precisely in the region with crested body.

In the review of sperm ultrastructure, Justine (1998)
supposed that the absence of microtubules in diphyllidean
has been a problem of fixation and judged more prudent to
consider that microtubules are present in all species.
However, the present study of E. euterpes confirms that
cortical microtubules lack or is strongly reduced in the
diphyllidean cestodes (Mokhtar-Maamouri and Azzouz-
Draoui 1984; Azzouz-Draoui 1985; Azzouz-Draoui and
Mokhtar-Maamouri 1986/88 and present study).

There is a spiraled horseshoe-shaped nucleus encircling
the axoneme in E. euterpes as occurs in other diphyllideans
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such as E. harfordi, E. typus, and E. brachysoma (Mokhtar-
Maamouri and Azzouz-Draoui 1984; Azzouz-Draoui 1985;
Azzouz-Draoui and Mokhtar-Maamouri 1986/88). This
pattern also makes additional difficulties to class these
sperm cells into the classification of Levron et al. (2010)
because the type I and II spermatozoon present a parallel
nucleus. Thus, from the five species studied, only the
mature spermatozoon of E. affine (Mokhtar-Maamouri and
Azzouz-Draoui 1984; Azzouz-Draoui 1985; Azzouz-Draoui
and Mokhtar-Maamouri 1986/88) corresponds to the
description of Levron et al. (2010) with a parallel nucleus.

The ultrastructure of the posterior area of the spermato-
zoon in E. euterpes shows only the axoneme surrounded by
the plasma membrane with some granules of glycogen. The
distal tip of the spermatozoon of E. euterpes is character-
ized by the transformation of doublets into singlets
previously to the disappearance of the central core unit.
This schema is not in agreement with those found in the
previously studied diphyllideans (Mokhtar-Maamouri and
Azzouz-Draoui 1984; Azzouz-Draoui 1985; Azzouz-Draoui
and Mokhtar-Maamouri 1986/88). The general schema of
the posterior type includes firstly the disappearance of the
central core, and more posteriorly the transformation of the
peripheral doublets into singlets (Mokhtar-Maamouri and
Azzouz-Draoui 1984; Azzouz-Draoui 1985; Azzouz-Draoui
and Mokhtar-Maamouri 1986/88). The (3-glycogen gran-

Table 1 Spermatological characters in the diphyllidean cestodes

ules are present in all the studied diphyllideans (Mokhtar-
Maamouri and Azzouz-Draoui 1984; Azzouz-Draoui 1985;
Azzouz-Draoui and Mokhtar-Maamouri 1986/88 and pres-
ent study) and only E. affine presents both types, «- and (3-
glycogen (Mokhtar-Maamouri and Azzouz-Draoui 1984;
Azzouz-Draoui 1985; Azzouz-Draoui and Mokhtar-
Maamouri 1986/88; see Table 1). The presence of granules
of glycogen at the bottom of the sperm cell in E. euterpes
and this pronounced presence in all the Diphyllidea
(Mokhtar-Maamouri and Azzouz-Draoui 1984; Azzouz-
Draoui 1985; Azzouz-Draoui and Mokhtar-Maamouri
1986/88) would permit to think that they should compensate
the absence of cortical microtubules.

Conclusion

The most important character in the spermatozoon of
cestodes named “number of axonemes” is problematic in
the Diphyllidea. The number of axonemes in the sperm cell
is one of the most interesting phylogenetical component
concerning spermatological characters. During spermiogen-
esis, E. harfordi possesses a flagellum and a flagellar bud;
E. euterpes, E. typus, and E. brachysoma exhibits both
short and long flagella, while in E. affine the short
flagellum likes to more developed than in the other species.

Species Spermiogenesis Spermatozoon

References Type FR PF IB DM CM F Type ASE AC CB CM NAx N G PSE
Echinobothrium typus 1 + + 3 + o+ 2 I Ax ? + - 2 S B Ax
Azzouz-Draoui (1985)

Echinobothrium brachysoma I + + 3 + ? 2 I Ax 7 + - 2 S B Ax
Azzouz-Draoui (1985)

Echinobothrium affine I + + =10 + + 2 I CM ? - + 2 P o Ax
Mokhtar-Maamouri and Azzouz-Draoui (1984)

Azzouz —Draoui (1985)

Azzouz-Draoui and Mokhtar-Maamouri (1986/88)

Echinobothrium harfordi I + + 5 + o+ I+1B IV Ax ? + — 1 S B Ax
Mokhtar-Maamouri and Azzouz-Draoui (1984)

Azzouz —Draoui (1985)

Azzouz-Draoui and Mokhtar-Maamouri (1986/88)

Echinobothrium euterpes I + + 3 + + 2 v CM + + + 1 S B Ax

Present study

Spermiogenesis types are considered according Ba and Marchand (1995)

Spermatozoa types are considered according Levron et al. (2010)

Spermiogenesis characters: B cytoplasmic bud, CM cortical microtubules, DM dense mass, F number of flagella, FR flagellar rotation, /B number

of plates of intercentriolar body, PF proximodistal fusion

Spermatozoon characters: AC apical cone, ASE anterior spermatozoon extremity, Ax axoneme, CB crested body, CM cortical microtubules, G type
of glycogen, N nucleus, NAx number of axonemes, P parallel, PSE posterior spermatozoon extremity, S spiraled

+/— presence/absence of character, ? unknown data or required to be confirmed
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In the mature spermatozoon, the number of axonemes
becomes unclear.

In the Diphyllidea the spermiogenesis is globally
coherent between species and presents more or less the
same characteristics, but the pattern of the spermatozoon is
so variable that is urgent to perform additional studies in
order to resolve this problem and elucidate the real design
of the sperm cell.

In our opinion, the previous studies of diphyllideans
were not complete or were wrongly interpreted. At this time
spermatological studies have not so developed than to date,
and we think that the spermatozoon described in previous
diphyllideans should be contain only one axoneme after the
degeneration of one of them in final stages of spermiogen-
esis. This hypothesis should explain the spiraled form of the
nucleus and the infrequency and/or absence of the sections
with two axonemes.
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Chapitre IIT : Résultats

111.6. Etude ultrastructurale de la spermiogenese et du spermatozoide du cestode
Molluscotaenia crassiscolex (von Linstow, 1890) (Dilepididae), parasite intestinal

de la musaraigne commune, Sorex araneus

Résumé

La spermiogenese chez Molluscotaenia crassiscolex débute par la formation d’une zone
de différenciation contenant deux centrioles. L’un des centrioles se développe et donne
naissance a un flagelle qui croit directement dans 1’extension cytoplasmique, bordée de
microtubules corticaux. Au méme moment, le noyau s’allonge et migre dans I’extension
cytoplasmique médiane. Durant les stades avancés de la spermiogenése, apparait une
gaine périaxonémale. La spermiogenése se termine avec 1’apparition du corps en créte
hélicoidal a I’avant de la spermatide. Finalement, le jeune spermatozoide va alors se
détacher du cytoplasme résiduel par un processus d’étranglement de 1’anneau des
membranes arquées. Le spermatozoide mir de M. crassiscolex est caractérisé par la
présence d’un axonéme de type 9+°1°, typique des Trepaxonemata, d’un corps en créte,
partiellement détaché dans sa partie médiane, de microtubules corticaux spiralés, d’une
gaine périaxonémale et d’un noyau spiralé. L’extrémité antérieure présente un cone
apical de matériel opaque aux électrons, autour duquel s’enroule un corps en créte. Le
corps en créte dessine des spires plus ou moins laches tout au long de la région | du
spermatozoide. 1l est accolé au corps spermatique dans ses parties antérieure et
postérieure ; mais se détache partiellement de celui-ci dans la partie centrale de la région
I. Ce genre de corps en créte est décrit pour la premiére fois. L’extrémité postérieure
montre la désorganisation de 1’'unique axonéme. Les reésultats obtenus sont discutés et
comparés particulierement avec les données ultrastructurales disponibles chez les

dilépididés sensu lato.

Mots clés: Molluscotaenia crassiscolex, Dilepididae, Cyclophyllidea, Cestoda,

spermiogenése, spermatozoide, ultrastructure
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Introduction

Abstract

Marigo, A.M., Ba, C.T. and Miquel, J. 2011. Spermiogenesis and spermato-
zoon ultrastructure of the dilepidid cestode Molluscotaenia crassiscolex (von Lin-
stow, 1890), an intestinal parasite of the common shrew Sorex araneus. —Acta
Zoologica (Stockholm) 92: 116-125.

Spermiogenesis in Molluscotaenia crassiscolex begins with the formation of a differ-
entiation zone containing two centrioles. One of the centrioles develops a flagel-
lum directly into the cytoplasmic extension. The nucleus elongates and later
migrates along the spermatid body. During advanced stages of spermiogenesis, a
periaxonemal sheath appears in the spermatid. Spermiogenesis finishes with the
appearance of a single helicoidal crested body at the base of the spermatid and,
finally, the narrowing of the ring of arched membranes causes the detachment of
the fully formed spermatozoon. The mature spermatozoon of M. crassiscolex
exhibits a partially detached crested body in the anterior region of the spermato-
zoon, one axoneme, twisted cortical microtubules, a periaxonemal sheath, and a
spiralled nucleus. The anterior spermatozoon extremity is characterized by the
presence of an electron-dense apical cone and a single spiralled crested body,
which is attached to the sperm cell in the anterior and posterior areas of region I,
whereas in the middle area it is partially detached from the cell. This crested body
is described for the first time in cestodes. The posterior extremity of the male
gamete exhibits only the disorganizing axoneme. Results are discussed and com-
pared particularly with the available ultrastructural data on dilepidids sernsu lato.

Jordi Miquel, Departament de Microbiologia i Parasitologia Sanitaries, Universi-
tat de Barcelona, Av. Joan XXIII, s/n, E-08028 Barcelona, Spain.
E-mail: jordimiquel@ub.edu

be distinguished using spermatological data (see Levron ez al.
2010).

It has now been clearly demonstrated that the ultrastructure
of spermiogenesis and of the spermatozoon reveals significant
characters for phylogenetic inference in parasitic Platyhelmin-
thes (Euzet er al. 1981; Swiderski 1986; Justine 1991, 1997,
1998, 2001; Ba and Marchand 1994a, 1995; Watson and
Rohde 1995; Hoberg ez al. 1997; Olson ez al. 2001; Swiderski
and Mackiewicz 2002; Levron et al. 2010). There is a
significant amount of information concerning the order
Cyclophyllidea. Nevertheless, most of the available studies
focused on the family Anoplocephalidae (see Justine 1998,
2001; Levron er al. 2010). Within this family, subfamilies can
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The family Dilepididae is a diverse group, which includes
more than 100 genera, parasitic in birds and mammals (Bona
1994). However, spermatological data on the family Dilepidi-
dae are restricted to four species only: Angularella beema (see
Yoneva ez al. 2006b), Molluscotaenia crassiscolex (see Swiderski
and Tkach 1996), Dilepis undula (see Swiderski ez al. 2000)
and Kowalewskiella glareola (see Swiderski et al. 2002).

The taxonomy of the dilepidid cestodes sensu lato at the
family level and lower groups has been controversial for a
long period of time. The species of the now recognized
families Dipylidiidae, Metadilepididae and Paruterinidae were

© 2010 The Authors
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previously included in the Dilepididae (Schmidt 1986).
Recently, ultrastructural studies of Skrjabinoporus merops
(Metadilepididae), Anonchotaenia globata and Triaenorhina rect-
angula (Paruterinidae), and Dipylidiidae species (see Miquel
et al. 1998, 2005a; Ndiaye er al. 2003a; Yoneva et al. 2006a,
2009, 2010) show differences between these groups character-
ized by the Type III spermiogenesis. The record of the Ba and
Marchand’s Type IV spermiogenesis in a dilepidid species
(sensu stricro) further supports that Dipylidiidae, Metadilepidi-
dae and Paruterinidae should be considered distinct families
in agreement with Jones ez al. (1994). The latter authors sus-
tain the recognition of the families Dilepididae (Railliet &
Henry, 1909), Metadilepididae (Spasskii, 1959), Paruterinidae
(Fuhrmann, 1907) and Dipylidiidae (Stiles, 1896).

With respect to the family Gryporhynchidae (Spasskii &
Spasskaya, 1973), while being considered a subfamily of the
Dilepididae by Bona (1994), Mariaux (1998) and Hoberg
et al. (1999) raise it to the family level. The sole spermatologi-
cal study on a gryporhynchid (Valipora mutabilis) shows a
Type IV spermiogenesis (see Yoneva ez al. 2008). Concerning
the ultrastructural organization of the spermatozoon, dilepid-
ids, dipylidiids and gryporhynchids present a Type VI sperma-
tozoon, while metadilepidids and paruterinids present a Type
VII spermatozoon (Levron et al. 2010).

Although a brief unillustrated description of the mature
spermatozoon of M. crassiscolex has been presented at a con-
ference (Swiderski and Tkach 1996), the present paper repre-
sents a complete ultrastructural analysis of the spermiogenesis
and of the spermatozoon of this dilepidid species.

Material and Methods

Naturally infected shrews (Sorex araneus) were captured in the
Nature Reserve of Py (Pyrenean Mountains, France). Mature
specimens of M. crassiscolex were collected live from the small
intestine and were placed in a 0.9% NaCl solution. These
mature proglottids were routinely processed for transmission
electron microscopic examination; they were fixed in cold
(4°C) 2.5% glutaraldehyde in a 0.1 M sodium cacodylate buf-
fer at pH 7.2 for 2 h, rinsed in a 0.1 M sodium cacodylate buf-
fer at pH 7.2, postfixed in cold (4°C) 1% osmium tetroxide in
the same buffer for 1 h, rinsed in a 0.1 M sodium cacodylate
buffer at pH 7.2, dehydrated in an ethanol series and propyl-
ene oxide, and finally embedded in Spurr epoxy medium. Ul-
trathin sections were obtained using a Reichert-Jung Ultracut
E ultramicrotome, placed on copper grids and double-stained
with uranyl acetate and lead citrate according to Reynolds
(1963). Ultrathin sections were examined using Jeol 1010
transmission electron microscope in the Scientific Services of
the University of Barcelona.

The Thiéry (1967) technique was used to evidence the
presence of glycogen particles. Gold grids were treated in peri-
odic acid, thiocarbohydrazide and silver proteinate (PA-
TCH-SP) as follows: 30 min in 10% of PA, rinsed in distilled
water, 24 h in TCH, rinsed in acetic solutions and distilled
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water, 30 min in 1% SP in the dark, and rinsed in distilled
water.

Results

Spermiogenesis

Spermiogenesis in M. crassiscolex is described in Figs 1A-F
and 2A-D. Spermiogenesis starts with the formation of a dif-
ferentiation zone (Figs 1A and 2A). This is a cone-shaped
area bordered by submembranous cortical microtubules con-
taining two centrioles (Fig. 1A). Only one of the centrioles
gives rise to an axoneme that grows directly into the cytoplas-
mic expansion (Figs 1B,D and 2B). The ring of arched mem-
branes is present at the base of the differentiation zone
(Figs 1B,C and 2B). The nucleus elongates, becomes conical
and migrates along the spermatid body (Figs 1A,C and
2B,C). Initially, cortical microtubules are parallel to the sper-
matid axis and then they become twisted (Fig. 1B-D).
Finally, a crested body appears at the anterior part of the old
spermatid in the final stage of spermiogenesis (Fig. 1E,F).
Additionally, an electron-dense material present in the sper-
matid near the ring of arched membranes forms the apical
cone in the anterior extremity of the future spermatozoon
(Figs 1E,F and 2D). At the end of spermiogenesis, the ring of
arched membranes becomes narrower, which precedes the
detachment of the spermatozoon from the residual cytoplasm
(Figs 1F and 2D).

Spermatozoon

The mature spermatozoon of M. crassiscolex (Figs 3A-K, 4A—
], 5 and 6I-1V) is a long filiform cell, tapered at both extremi-
ties, which lacks mitochondria. The observation of numerous
longitudinal and cross-sections has enabled us to establish
four regions (I-IV) characterized by distinctive ultrastructural
features.

Region I (Figs 3A-] and 6I) corresponds to the anterior
area of the mature spermatozoon. It exhibits an electron-
dense apical cone (Fig. 3A—C) localized in the most anterior
part of the gamete. Later, the centriole appears and it is
clearly visible in cross-sections of the spermatozoon
(Fig. 3D,E). The axoneme, of the 9 + ‘1’ trepaxonematan
pattern, is surrounded by a thin layer of electron-lucent cyto-
plasm (Fig. 3F,]). The cortical microtubules constitute a
submembranous electron-dense layer (Fig. 3E-G,]) and they
are spiralled at an angle of 45° (Fig. 3G). Externally, there is
a thick helicoidal cord of electron-dense material that forms
a single crested body (Fig. 3A,C-]). The positioning of the
crested body is remarkable: at the anterior and posterior
areas of region I, the crested body is attached to the sperm
cell, being around 160 nm thick (Fig. 3A,C-G,I). However,
in the intermediate part, the crested body is partially
detached from the cell and its thickness increases to 330 nm
(Fig. 3H.]).
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Region II (Figs 3L,K, 4A-D, 5 and 6II) is characterized by
the appearance of a periaxonemal sheath and electron-dense
granules (Figs 3K and 4A-D). In the anterior areas of this
region, the cortical microtubules form a submembranous con-
tinuous layer and both periaxonemal sheath and electron-
dense granules are absent (Fig. 3I,K). Posterior areas of
region II are characterized by the discontinuity of cortical
microtubules in the submembranous layer and by the
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Fig. 1—Spermiogenesis of Molluscotaenia
crassiscolex. —A. Zone of differentiation show-
ing two centrioles (C) and the nucleus (N).
Bar = 0.5 um. —B. Longitudinal section of a
zone of differentiation showing the elongation
of the axoneme (Ax) in the cytoplasmic exten-
sion (CE) bordered by the cortical microtu-
bules (CM) and delimited by the arched
membrane (AM). Bar = 0.5 um. —C. Longi-
tudinal section of spermatids showing the
migrating nucleus (N) into the cytoplasmic
extension. AM, arched membranes.

Bar = 0.5 um. —D. Cross-sections of sper-
matids before the twisting of cortical microtu-
bules (CM). G, granules. Bar = 0.3 pm.
—E. Longitudinal section of a zone of differ-
entiation showing the formation of the crested
body (CB). AM, arched membranes.

Bar = 0.5 um. F. Final stage of the spermio-
genesis showing the detachment of the sper-
matid after the formation of the apical cone
(AC). CB, crested body. Bar = 0.5 pum.

Fig. 2—A-D. Schematic drawing showing
the main stages of spermiogenesis of Mollusco-
taenia crassiscolex. AC, apical cone; AM,
arched membranes; C, centriole; CB, crested
bodies; CE, cytoplasmic extension; CM, cor-
tical microtubules; N, nucleus; RC, residual
cytoplasm.

presence of both electron-dense granules and periaxonemal
sheath (Figs 3K and 4A-D). These electron-dense granules
are located between the periaxonemal sheath and the sub-
membranous layer of cortical microtubules and may consti-
tute either a thin (Fig. 4B) or a thicker layer (Figs 3K and
4C). The test of Thiéry (1967) shows the absence of contrast,
demonstrating the non-glycogenic nature of this electron-
dense granular material (Fig. 5).

© 2010 The Authors
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Fig. 3—Spermatozoon of Molluscotaenia crassiscolex. —A. Longitudinal section of region I showing the apical cone, the anterior spermatozoon
extremity (ASE) and the crested body (CB). Bar = 0.5 um. —B. Cross-section of region I showing the electron-dense apical cone (AC).

Bar = 0.3 pm. —C-D. Cross-sections of posterior areas of the apical cone (AC) in region I showing the presence of one crested body (CB) and
the beginning of centriole (C). Bars = 0.3 um. —E. Cross-section of region I at the level of the centriole. CB, crested body; CM, cortical microtu-
bules. Bar = 0.3 pm. —F. Cross-section of anterior areas of region I showing the axoneme. CB, crested body; CM, cortical microtubules.

Bar = 0.3 um. —G. Longitudinal section of region I showing the anterior axonemal extremity marked by the presence of the centriole (C). CB,
crested body; CM, cortical microtubules. Bar = 0.5 pm. —H. Longitudinal section of region I showing the detached crested body (CB) in the
median part of this region. Bar = 0.5 um. —I. Longitudinal section showing the transition area between region I (RI) and region II (RII). CB,
crested body. Bar = 0.5 pum. —J. Cross-section showing the detached crested body (CB) in the middle area of region I. CM, cortical microtu-
bules. Bar = 0.3 pm. —K. Cross-section of region II showing the periaxonemal sheath (PS), the electron-dense granules (G) and the cortical
microtubules (CM). Bar = 0.3 pm.
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Fig. 4—Spermatozoon of Molluscotaenia crassicolex. —A. Longitudinal section of region II showing the periaxonemal sheath (PS) surrounding the
axoneme (Ax), and electron-dense granules (G). CM, cortical microtubules. Bar = 0.5 pm. —B—C. Cross-sections of region II showing the
periaxonemal sheath (PS) and the different aspect of electron-dense granules (G). CM, cortical microtubules. Bars = 0.3 pm. —D. Longitudinal
section of the transition zone between region II (RII) and region III (RIII) (nuclear region). G, electron-dense granules; N, nucleus; PS, periax-
onemal sheath. Bar = 0.5 pm. —E. Longitudinal section of the nuclear region. N, nucleus. Bar = 0.5 um. —F. Cross-section of the nuclear
region showing the nucleus (N) in a horse-shoe shape and the twisted cortical microtubules (CM). Bar = 0.3 um. —G. Cross-section of the
nuclear region near the end of the nucleus showing the posterior extremity of cortical microtubules (CM). Bar = 0.3 pm. —H. Cross-section of
region IV at the level of the posterior end showing the axoneme surrounded by the plasma membrane. Bar = 0.3 um. —I. Cross-section of region
IV showing the disorganization of the axoneme forming doublets (D). Bar = 0.3 um. —J. Longitudinal section of the transition zone of regions
III (RIII) and IV (RIV). Note that the cortical microtubules (CM) stop at the end of region III and that region IV presents a reduced length. The
arrowhead indicates the disappearance of the central core. Ax, axoneme; D, doublets; N, nucleus; PSE, posterior spermatozoon extremity.

Bar = 0.5 pm.

Region III (Figs 4D-G,I and 6III) presents the nucleus sections, the nucleus is horseshoe-shaped or almost annular
coiled around the axoneme in a helicoidal form. In cross- (Fig. 4F,G). This region is also characterized by the lack of

© 2010 The Authors
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Fig. 5—Several cross-sections showing the non-glycogenic nature of
electron-dense granules (G) evidenced by the application of Thiéry
staining. N, nucleus. Bar = 0.5 pm.

both electron-dense granules and periaxonemal sheath. Corti-
cal microtubules stop their course at the end of this region
(Fig. 4G,I).

Region IV (Figs 4H,I and 61V) corresponds to the posterior
spermatozoon extremity, which includes only the axoneme
surrounded by the plasma membrane (Fig. 4H). Towards the
end portion of this region, the axoneme becomes disorga-
nized; the central core disappears first and the disorganized
doublets-singlets reach the posterior tip of the spermatozoon
(Fig. 4L,]). This is a short region that measures around

1.5 pm.

Discussion

Spermiogenesis

Within the order Cyclophyllidea, spermiogenesis is divided
into two types (Ba and Marchand 1995): Type III is charac-
terized by the formation of a single flagellum that grows
parallel to the cytoplasmic protrusion followed by the prox-
imodistal fusion, whereas Type IV describes the growth of the
axoneme directly into the cytoplasmic protrusion. Type III
spermiogenesis occurs in some Anoplocephalidae, and also
in Nematotaeniidae, Davaineidae, Dipylidiidae, Metadilepi-
dae, Paruterinidae, Catenotaeniidae and Taeniidae. On the
other hand, Type IV spermiogenesis is present in some
Anoplocephalidae, in Dilepididae and in Hymenolepidae (see
Justine 1998, 2001; Levron ez al. 2010). To date, the ultra-
structural analysis of spermiogenesis in A. beema constituted
the only available data on dilepidids (Yoneva er al. 2006b).
The present study showed that the spermiogenesis process
in M. crassiscolex, as in A. beema, also follows the Type IV
of Ba and Marchand (1995). Among cyclophyllideans,

© 2010 The Authors
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Fig. 6—I-IV. Schematic drawing showing the ultrastructural organi-
zation of the mature spermatozoon of Molluscotaenia crassiscolex. AC,
apical cone; ASE, anterior spermatozoon extremity; Ax, axoneme; C,
centriole; CB, crested body; CM, cortical microtubules; G, electron-
dense granules; N, nucleus; PM, plasma membrane; PS, periaxone-
mal sheath; PSE, posterior spermatozoon extremity.

mesocestoidids constitute the only exception, presenting a
Type II spermiogenesis, which is characterized by the flagellar
rotation of a single flagellum followed by its proximodistal
fusion with a cytoplasmic extension, and by the presence of
both intercentriolar body and striated rootlets in the zone of
differentiation (see Miquel ez al. 1999, 2007a). According to
the original description of Ba and Marchand (1995), the
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cyclophyllidean Types III and IV lack both intercentriolar
body and striated rootlets in the zone of differentiation. How-
ever, posterior studies have shown certain particularities. This
is the case of the well-developed striated rootlets present in
Foyeuxiella species (Dipylidiidae) (see Ndiaye er al. 2003a)
and the vestigial striated rootlets, which include thin, spiralled
and filamentous striated rootlets, found in the zone of differ-
entiation of the anoplocephalids Anoplocephaloides dentata,
Gallegoides arfaai, Moniezia expansa and Mosgovoyia ctenoides
(see Miquel and Marchand 1998; Li ez al. 2003; Miquel et al.
2005b; Eira er al. 2006), the dipylidiid Dipyhdium caninum
(see Miquel ez al. 1998, 2005a), the metadilepidid S. merops
(see Yoneva et al. 2006a), the paruterinids 7. rectangula and
An. globata (see Yoneva er al. 2009, 2010), and the taeniid
Taenia taeniaeformis (see Miquel et al. 2009).

Ba and Marchand (1995) describe the presence of an elec-
tron-dense material, the centriolar adjunct, associated with
centrioles in the zone of differentiation in the Type IV sper-
miogenesis. This structure has been observed in the anoplo-
cephalid cyclophyllideans Thysaniezia ovilla (Ba et al. 1991),
G. arfaai (Miquel er al. 2005b) and Mo. ctenoides (Eira et al.
2006). Other anoplocephalids (Ano. dentara, Aporina delafondi
and M. expansa —see Ba and Marchand 1994b; Miquel and
Marchand 1998; Li ez al. 2003), the dilepidid A. beema (Yo-
neva et al. 2006b), the gryporhynchid V. mutabilis (Yoneva
et al. 2008) and the hymenolepidid Rodentolepis nana (Ba and
Marchand 1992) also follow a Type IV spermiogenesis but
they lack the centriolar adjunct as occurs in the case of
M. crassiscolex spermiogenesis. Other centriole-associated
structures, the intercentriolar-dense material and the electron-
dense material, are described in anoplocephalid Sudarikovina
taterae (Ba et al. 2000) and in the hymenolepidid Rodentolepis
microstoma (Ba and Marchand 1998), respectively.

According to several authors (see Ndiaye er al. 2003a;
Miquel er al. 2005a, in press), the process of cytoplasmic
condensation and posterior twisting of cortical microtubules
during spermiogenesis probably plays an important role in
the origin of the periaxonemal sheath present in the mature
spermatozoon of cyclophyllideans. This has been clearly
described in the dipylidiids Foveuxiella echinorhynchoides and
Foveuxiella pasqualer by Ndiaye et al. (2003a). A similar
condensation of material in the periphery of spermatids has
also been observed in the davaineid Raillietina micracantha
(Miquel ez al. 2010). In our study, an electron-dense granu-
lar material appears in the spermatids, but the formation of
periaxonemal sheath is not observed. Nevertheless, it is inter-
esting to remark that these species follow different patterns
of spermiogenesis: both Foyeuxiella spp. and R. micracantha
follow Type III, while spermiogenesis in M. crassiscolex corre-
sponds to pattern IV.

Spermatozoon

According to Levron er al. (2010), there are seven types of
spermatozoa in the Eucestoda. The latter authors consider
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three different types of spermatozoa for cyclophyllideans
(Types V through VII). Type V is characteristic of hymenole-
pidids, nematotaeniids and some anoplocephalids. Type VII
is found in the davaineids, metadilepidids, paruterinids, taeni-
ids and certain anoplocephalids, and also in tetrabothriideans.
The ultrastructural organization of the mature spermatozoon
of M. crassiscolex corresponds to the Type VI, which is charac-
terized by the presence of one axoneme, spiralled cortical
microtubules, spiralled nucleus, crested body and periaxone-
mal sheath. This pattern is present in the Catenotaeniidae,
Dilepididae, Dipylidiidae, Gryporhynchidae and in the Ano-
plocephalidae genera Mathevoraenia and Stilesia (see Levron
et al. 2010). With respect to the family Mesocestoididae,
studies on Mesocestoides litteratus and Mesocestoides lineatus (see
Miquel ez al. 1999, 2007a) have revealed plesiomorphic char-
acters (as in the case of spermiogenesis) and the ultrastructur-
al organization of their spermatozoa corresponds to Type IV,
which is also present in lecanicephalideans and in the phyll-
obothriid tetraphyllideans.

The generally accepted sperm characters interpreted as syn-
apomorphies for the Eucestoda are the absence of mitochon-
dria in the mature sperm (Justine 1991) and the presence of
one or more helical crested bodies (Ba and Marchand 1995).
The validity of the latter is questionable because their absence
in the sperm cell of caryophyllideans, spathebothriideans and
trypanorhynchs (see Justine 2001 and Levron er al. 2010).
The synapomorphies for the cyclophyllideans + tetrabothrii-
deans include the presence of twisted peripheral microtubules
and the presence of periaxonemal sheath (Justine 2001).
However, the validity of the latter character as a synapomor-
phy may be impeded by the anoplocephalid cyclophyllideans
whose spermatozoa lack periaxonemal sheath (see Yoneva
et al. 2006b).

The present results on M. crassiscolex are in agreement with
the previous ultrastructural studies on spermatozoa of dilepi-
did cestodes (Swiderski et al. 2000, 2002; Yoneva et al
2006b — see Table 1). The mature spermatozoon of M. crassi-
scolex exhibits a single crested body that marks the anterior
extremity of the gamete (Ba ez al. 1991). Among cyclophylli-
deans, the number of crested bodies varies from 1 to 12 (see
Ba and Marchand 1995; Justine 1998; Ba ez al. 2000). A sin-
gle helical crested body is present in the cyclophyllidean fami-
lies Dilepididae (Swiderski et al. 2000, 2002; Yoneva er al.
2006b), Dipylidiidae (Miquel and Marchand 1997; Ndiaye
et al. 2003a; Miquel ez al. 2005a), Mesocestoididae (Miquel
et al. 1999, 2007a), Metadilepididae (Yoneva ez al. 2006a),
Nematotaeniidae (Mokhtar-Maamouri and Azzouz-Draoui
1990), Paruterinidae (Yoneva et al. 2009, 2010) and Taenii-
dae (Miquel er al. 2000; Ndiaye et al. 2003b; Willms ez al.
2004), whereas Catenotaeniidae and Davaineidae are charac-
terized by the presence of two crested bodies (Ba and Marc-
hand 1994a,c; Miquel er al. 1997, 2010; Hidalgo ez al. 2000;
Ba ez al. 2005a,b). The spermatozoa of the Hymenolepididae
possess multiple (6-12) crested bodies (Ba and Marchand
1992, 1993, 1996, 1998; Miquel ez al. 2007b), while in the
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Table 1 Spermatological characters in the Dilepididae, Dipylidiidae, Gryporhynchidae, Metadilepididae and Paruterinidae cestodes

Spermiogenesis Spermatozoon
CB

Family and species Type FR PF IB RLS Type AC n thickn. CM PS G IW References
Dilepididae

Angularella beema v - - - - Vi 1 3040° + + - Yoneva et al. (2006b)

Dilepis undula 1 35-45° + ? ?  Swiderski et al. (2000)

Kowalewskiella glareola 1 Twisted + Swiderski et al. (2002)

Molluscotaenia crassiscolex \ - - - - \ 1 160-330 45° + + - Swiderski and Tkach (1996), present paper
Dipylididae

Dipylidium caninum 1] - + - VSR VI 600 1 150 40° + - - Miquel and Marchand (1997), Miquel

et al. (1998, 2005a)

Joyeuxiella echinorhynchoides 11l - + - SR VI >2000 1 150 40° + - - Ndiaye et al. (2003a), Miquel et al. (2005a)

Joyeuxiella pasqualei 1l - + - SR VI >2000 1 75 40° + — — Ndiaye et al. (2003a), Miquel et al. (2005a)
Gryporhynchidae

Valipora mutabilis \% - - - - \ 1 55 45° + + — Yoneva et al. (2008)
Metadilepididae

Skrjabinoporus merops 1] <90° + - VSR Vi 1 3040° + - + Yoneva et al (2006a)
Paruterinidae

Anonchotaenia globata 1} <90° + - VSR Vi 1 75 35° + — + Yonevaetal (2010)

Triaenorhina rectangula 11l <90° + - VSR Vi 1 50 40° + — + Yoneva et al. (2009)

Spermiogenesis types are considered according to Ba and Marchand (1995).
Spermatozoa types are considered according to Levron et al. (2010).
All measurements are given in nm.

AC, apical cone (length); CB, crested body (number and thickness); CM, angle of cortical microtubules; FR, flagellar rotation; G, electron-dense granules; IB,
intercentriolar body; IW, intracytoplasmic walls; PF, proximodistal fusion; PS, periaxonemal sheath; RLS, root-like structures; SR, striated rootlets; VSR, vestigial
striated rootlets; +/—, presence/absence of character; ?, data required to be confirmed.

Anoplocephalidae species the number of crested bodies varies
from 1 to 7 (Ba and Marchand 1994b; Ba et al. 2000; Miquel
et al. 2004; Eira er al. 2006). The particular morphology of
the crested body observed in M. crassiscolex is reported for the
first time in a cestode. In fact, while the anterior and posterior
areas of region I show a crested body adjacent to the sperm
cell, in the middle area the crested body is partially detached
from the cell.

Although the transverse intracytoplasmic walls are usually
present in the spermatozoon of species that also exhibit a
periaxonemal sheath (see Justine 1998), the mature spermato-
zoon of M. crassiscolex lacks intracytoplasmic walls while pre-
senting a periaxonemal sheath. In fact, as described by Levron
et al. (2010), transverse intracytoplasmic walls and periaxone-
mal sheath consist of characters that they are not associated in
all the studied species. Thus, according to these authors,
among the cyclophyllidean types of spermatozoon, the Type
VI presents only periaxonemal sheath and the Type VII exhib-
its both periaxonemal sheath and transverse intracytoplasmic
walls. The periaxonemal sheath characterizing the posterior
part of region II of the spermatozoon of M. crassiscolex is
present in all dilepidid, dipylidiid, gryporhynchid, metadil-
epidid and paruterinid cestodes that have been studied
to date (see Table 1). Among these families, only the metadil-
epidid S. merops and the paruterinids 7. rectangula and
An. globata (Yoneva et al. 2006a, 2009, 2010) exhibit both

© 2010 The Authors
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intracytoplasmic walls and periaxonemal sheath in agreement
with the above mentioned statement by Justine (1998).

The ultrastructure of the posterior region of the spermato-
zoon in M. crassiscolex shows only the axoneme surrounded
by the plasma membrane. The cortical microtubules stop
their course at the end of the nuclear region and thus the distal
spermatozoon extremity is characterized by the absence of
peripheral microtubules and the posterior disappearance
of the central core unit followed by the gradual disintegration
of doublets. This schema is in agreement with those found in
the previously studied dilepidids D. undula (Swiderski et al.
2000) and A. beema (Yoneva et al. 2006b), in the dipylidiid
genus Joyeuxiella Ndiaye et al. 2003a), in the gryporhynchid
V. murabilis (Yoneva et al. 2008), in the metadilepidid S. mer-
ops (Yoneva et al. 2006a) and in the paruterinids 7. rectangula
(Yoneva er al. 2009) and An. globata (Yoneva et al. 2010).

Concluding remarks

Type IV spermiogenesis is the characteristic pattern of
dilepidids as revealed by the comparative analysis of the avail-
able spermatological data. During spermiogenesis, a root-like
structure is absent in all the studied dilepidids. Concerning
the ultrastructural organization of the mature spermatozoon,
dilepidids present a Type VI spermatozoon, which is charac-
terized by the presence of (1) a single axoneme, (2) spiralled
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cortical microtubules and nucleus, (3) a periaxonemal sheath
and (4) a single crested body. Although these characteristics
clearly differentiate dilepidids from dipylidiids, metadilepidids
and paruterinids, they do not differentiate dilepidids from gry-
porhynchids, which present similar spermiogenesis and sper-
matozoa ultrastructural characters.
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CHAPITRE IV : DISCUSSION

L’étude ultrastructurale de la spermiogenése et du spermatozoide de six especes de
cestode appartenant a six ordres (Bothriocephalidea, Cyclophyllidea, Diphyllidea,
Proteocephalidea, Tetraphyllidea et Trypanorhyncha) nous a permis de corroborer les
résultats d’autres auteurs, mais surtout, de mettre en évidence 1’existence de nouveaux

caracteres chez la plupart des especes.

Dans les tableaux VII a XIX, nous avons indiqué, pour chaque ordre de cestode, les

principaux caracteres de la spermiogenese et du spermatozoide.

IV.1. Spermiogenese

Chez les cestodes, la spermiogenese debute par la formation d’une zone de
différenciation. Celle-ci est délimitée en avant, par un anneau de membranes arquées.
Elle est bordée de microtubules corticaux et contient deux centrioles, associés ou non, a
des racines striées et a un corps intercentriolaire. Au cours de la spermiogeneése, les
centrioles donnent naissance a un ou deux flagelles qui poussent a I’intérieur ou a
I’extérieur de I’expansion cytoplasmique. Quand il y a formation de flagelles externes,
ceux ci sont situés de part et d’autre de I’expansion cytoplasmique médiane. Dans le cas
ou les flagelles sont externes, ils peuvent effectuer ou non une rotation, et finissent par
fusionner dans le sens antéropostérieur avec 1’expansion cytoplasmique médiane (fusion

proximo-distale).

Actuellement, la classification de la spermiogenese chez les cestodes se base sur 1’¢tude
de B& & Marchand (1995). Selon ces auteurs, les cestodes présenteraient quatre types de
spermiogenése (I & 1V) (voir Fig. 2 dans I’introduction, page 46). Ces types furent érigés
sur la base de caractéres que sont :

¢ le nombre de flagelles dans la zone de différenciation

e I’existence ou non de rotation flagellaire et de fusion proximo-distale

e la présence ou non de corps intercentriolaire

e la présence ou non de racines striées, associées a des centrioles.
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Les types I et II se particularisent par la présence de deux racines striées et d’un corps
intercentriolaire au niveau de la zone de différenciation, tandis que les types Il et IV en

sont dépourvus.

Dans le type I, il existe une rotation de deux flagelles, issus de deux centrioles et une
fusion proximo-distale de ceux-ci avec une expansion cytoplasmique médiane. 1l a été
décrit chez un Tetraphyllidea-Phyllobothriidae, les Tetraphyllidea-Onchobothriidae, les
Trypanorhyncha, les Spathebothriidea, les Proteocephalidea, les Bothriocephalidea, les

Diphyllobothriidea et chez la plupart des Diphyllidea.

Dans le type 11, seul un flagelle est rencontré. L’autre avorte durant les premiéres phases
du processus de spermiogenése ou n’est méme pas généré. Le seul flagelle formé, subit
une rotation flagellaire avant de fusionner avec 1’expansion cytoplasmique. Il se déroule
chez la plupart des Tetraphyllidea-Phyllobothriidae, chez un Diphyllidea, chez les
Tetrabothriidea, chez les Caryophyllidea, mais aussi chez les Cyclophyllidea-

Mesocestoididae.

Les types Il et 1V, seulement rencontrés chez les Cyclophyllidea, sont tous deux
dépourvus de rotation flagellaire. Le type III se distingue par la formation d’un seul
flagelle libre qui pousse parallelement a 1’expansion cytoplasmique avec laquelle il
fusionne. Il a été décrit chez un Anoplocephalidae, les Davaineidae, les
Catenotaeniidae, les Nematotaeniidae, les Metadilepidae, les Paruterinidae, les

Dipylidiidae, les Taeniidae et chez la plupart des Hymenolepididae.

Le type IV est caractéris€é par la croissance directe d’un unique axoneme dans
I’expansion cytoplasmique. Ce modéle, dépourvu de fusion proximo-distale, a été décrit
chez un Hymenolepididae, la majorité des Anoplocephalidae, les Dilepididae et les

Gryporhynchidae.

Il est important de signaler que les Cyclophyllidea appartenant a la famille des
Mesocestoididae présentent une spermiogenese de type 1l (Miquel et al., 1999, 2007b)
Ce fait provoque une controverse sur la position systématique de cette famille parmi les

Cyclophyllidea.
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Dans les taxons présentant la spermiogenése de type |, en particulier chez les
Spathebothriidea (Brunanska et al., 2006 ; Brunanska & Poddubnaya, 2010), les
Bothriocephalidea (Bruiianska et al., 2001 ; Levron et al., 2005, 2006b ; Sipkova et al.,
2010, 2011 ; présente étude) et les Diphyllobothriidea (Justine, 1986 ; Levron et al.,
2006a, 2009, 2011), il existe dans la partie apicale de la zone de différentiation une
accumulation d’un matériel dense aux électrons. Ce matériel dense a été décrit pour la
premiére fois par Brunanska et al. (2001) chez Eubothrium crassum. Nous I’avons

retrouvé chez le Bothriocephalidea Clestobothrium crassiceps.

Sa présence a également été mentionnée chez les Caryophyllidea (Brunanska &
Poddubnaya, 2006 ; Miquel et al., 2008a ; Brufianska, 2009 ; Brunanska & Kosti¢,
2011 ; Yoneva et al., 2011). Or, cet ordre, considéré comme 1’un des moins évolués
parmi les eucestodes, présente la spermiogenése de type Il. Ce fait a poussé Brunanska
& Poddubnaya (2010) a supposer que ce caractére pourrait &tre considéré comme propre

aux groupes basaux de cestodes.

Cependant, nous avons signalé la présence de ce matériel dense chez le
Proteocephalidea Barsonella lafoni durant les premieres phases du processus de
spermiogenése. Ainsi, ce caractére antérieurement considéré comme typique des
groupes basaux des Eucestoda, est aussi retrouve dans le groupe, considéré comme plus
proche de I’ancétre des Cyclophyllidea, les Proteocephalidea (Euzet, 1994 ; Levron et
al., 2010).

Par contre, chez d’autres groupes présentant la spermiogenése de type I, en particulier
chez les Tetraphyllidea-Onchobothriidae (Mokhtar-Maamouri & Swiderski, 1975 ;
Mokhtar-Maamouri, 1982 ; Quilichini et al., 2007 ; présente étude), les Tetraphyllidea-
Phyllobothriidae (Séne et al., 1999), les Trypanorhyncha (McKeer, 1985 ; Swiderski,
1976a, 1994 ; présente étude), les Diphyllidea (Mokhtar-Maamouri & Azzouz-Draoui,
1984 ; Azzouz-Draoui, 1985; Azzouz-Draoui & Mokhtar-Maamouri, 1986/88 ;
présente etude), les Proteocephalidea (Séne et al., 1997 ; Brunanska et al., 2003b,
2004c, 2005) et d’autres groupes présentant la spermiogenése de type I, tels que les
Tetraphyllidea-Phyllobothriidae  (Mokhtar-Maamouri, 1979), les Tetrabothriidea
(Stoitsova et al., 1995), les Cyclophyllidea-Mesocestoididae (Miquel et al., 1999,
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2007b) et les Diphyllidea (Mokhtar-Maamouri & Azzouz-Draoui, 1984 ; Azzouz-
Draoui, 1985; Azzouz-Draoui & Mokhtar-Maamouri, 1986/88), cette présence de

matériel dense n’a pas été signalée.

Chez quelques Cyclophyllidea, un caractére, plus ou moins similaire, a aussi éte décrit.
En effet, Ba & Marchand (1995) révélérent la présence d’un matériel dense associé aux
centrioles, portant le nom d’adjonction centriolaire, dans la spermiogenese de type IV
(voir Fig.2 dans P’introduction, page 46). Cette structure a été observée chez les
Cyclophyllidea anoplocephalidés, Thysaniezia ovilla (Ba et al., 1991), Gallegoides
arfaai (Miquel et al., 2005b) et Mosgovoyia ctenoides (Eira et al., 2006). Par contre,
d’autres anoplocéphalidés, comme Anoplocephaloides dentata, Aporina delafoni et
Moniezia expansa (Ba & Marchand, 1994b ; Miquel & Marchand, 1998a; Li et al.,
2003), les dilepididés Angularella beema et Molluscotaenia crassiscolex (Yoneva et al.,
2006a ; présente étude), le gryporhynchidé Valipora mutabilis (Yoneva et al., 2008) et
I’hymenolepididé Rodentolepis nana (=Hymenolepis nana) (B4 & Marchand 1992a),
présentant la spermiogenese de type IV, sont dépourvus d’adjonction centriolaire. Ainsi,
I’étude de Molluscotaenia crassiscolex nous a permis de confirmer le fait que,
I’adjonction centriolaire n’est pas présente chez toutes les especes ayant une

spermiogenése de type IV.

D’autres matériels opaques aux électrons ont également été décrits, entre et sous les
centrioles, au cours de la spermiogenese des Anoplocephalidae, Sudarikovina taterae et
Mathevotaenia herpestis (Ba & Marchand, 1994f; B& et al., 2000) et de
I’Hymenolepididae, Rodentolepis microstoma (=Vampirolepis microstoma) (B4 &
Marchand, 1998).

Le nombre de bandes de matériel opaque aux électrons formant le corps intercentriolaire
a été utilisé dans les analyses phylogénétiques récentes réalisées avec des données
ultrastructurales seules, ou avec la combinaison de données morphologiques et
ultrastructurales (Levron et al., 2010). Le corps intercentriolaire est absent chez les
Tetrabothriidea et les Cyclophyllidea a I’exception des mésocestoididés (Miquel et al.,
1999, 2007b). 11 n’a pas non plus été observé chez Monobothrioides chalmersius
(Caryophyllidea, Lytocestidae) (Arafa & Hamada, 2004). Par contre, il se présente sous

la forme d’une seule bande opaque aux électrons chez les Lecanicephalidea et de
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nombreuses bandes opaques aux électrons chez la plupart des ordres (Tableaux VII,
VI, X, X, X1, X1 et X1V).

Chez les Eucestodes, le nombre de bandes formant le corps intercentriolaire varie de 1 a
10. Le nombre maximum a été rencontré chez le Diphyllidea, Echinobothrium affine
(Mokhtar-Maamouri & Azzouz-Draoui, 1984 ; Azzouz-Draoui 1985 ; Azzouz-Draoui &
Mokhtar-Maamouri, 1986/88). Cependant, chez la plupart des espéces de cestodes ce
nombre est réduit et varie entre un et trois (Tableaux VII, VIII, 1X, X, XII, XIV et
XVII), sauf chez les trypanorhynques qui en présentent au minimum cing bandes
(Tableau XIII). En outre, pour les Proteocephalidea, ce nombre est tres réduit et chez la
quasi totalité des espéces étudiées le corps intercentriolaire est constitué d’une seule
bande opaque aux électrons (Sene et al., 1997 ; Brunanska et al., 2003b, 2004c, 2005 ;
présente étude), tandis que chez tous les bothriocephalidés, excepté Echinobothrium
crassum (Brunanska et al., 2001), le corps intercentriolaire est constitué de trois bandes
opaques aux électrons (Levron et al., 2005, 2006b; Sipkova et al., 2010, 2011 ;

présente étude).

Selon Justine (2001), la réduction progressive de taille du corps intercentriolaire se
déroulerait chez les groupes les plus évolués. Ainsi, les Proteocephalidea pourraient étre
considérés, en prenant en compte la forte réduction du nombre de bandes de leur corps
intercentriolaire, comme un groupe proche de ceux dépourvus de corps intercentriolaire,
tels que les Tetrabothriidea et les Cyclophyllidea, ou encore les Lecanicephalidea qui,

comme eux, présentent une seule bande (Justine, 2001).

Les racines striées, structures souvent associées aux centrioles, ont été decrites chez
toutes les espéces présentant une spermiogenese de type | ou Il. Elles ont une forme
conigue et sont constituées par une alternation de bandes translucides et opaques aux
électrons. Cependant, dans notre étude de Echinobothrium euterpes mais aussi chez tous
les autres Diphyllidea, les racines striées sont remplacées par un matériel opague aux
électrons, d’aspect granulaire, ne présentant pas de striations visibles et ayant une forme
triangulaire. Cette structure, uniquement décrite chez les Diphyllidea (Mokhtar-
Maamouri & Azzouz-Draoui, 1984 ; Azzouz-Draoui, 1985; Azzouz-Draoui &

Mokhtar-Maamouri, 1986/88 ; présente étude) pourrait jouer le méme réle que les
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racines striées. Elle pourrait aussi étre une synapomorphie pour I’ensemble des

Diphyllidea.

Deux racines striées, accolées 1’une a 1’autre, reliées a un seul centriole, ont été décrites
chez quelques espéces de cestode. Cette particularité a été observée chez le
Diphyllobothriidea, Diphyllobothrium latum (Levron et al., 2006a), le Caryophyllidea,
Khawia armeniaca (Brunanska & Poddubnaya, 2006) et dans notre étude chez le
Proteocephalidea, Barsonella lafoni (présente étude). Ce caractére pourrait étre

intéressant dans les études phylogénétiques.

Une autre caractéristique rencontrée chez quelques Tetraphyllidea (Mokhtar-Maamouri
& Swiderski, 1975 ; Mokhtar-Maamouri 1979, 1982 ; Séne et al., 1999 ; présente
étude), chez les Proteocephalidea (Brunanska et al., 2003b, 2004c ; présente etude) et
chez un Bothriocephalidea (présente étude) est la persistance de racines striées dans le
corps de la spermatide apres la fusion proximo-distale. Il est important de noter que

toutes ces especes présentent la spermiogenese de type I.

Selon B4 & Marchand (1995), les spermiogenéses de types Il et IV (ou types
Cyclophyllidea de Swiderski, 1986a) seraient dépourvues de racines striées dans leur
zone de différenciation. Cependant, des études ultérieures ont permis de mettre en
évidence la présence de racines striées chez les Cyclophyllidea. En particulier, des
racines striées bien développées ont été décrites chez deux especes de Dipylidiidae du
genre Joyeuxiella (Ndiaye et al., 2003a; Miquel et al., 2005a), des racines striées
vestigiales, d’aspect spiralé et filamenteux, ont été observées dans la zone de
différenciation des anoplocephalidés, Anoplocephaloides dentata, Gallegoides arfaai,
Moniezia expansa et Mosgovoyia ctenoides (Miquel & Marchand, 1998a ; Li et al.,
2003 ; Miquel et al., 2005b ; Eira et al., 2006), du dipylidiide, Dipylidum caninum
(Miquel et al., 1998a, 2005a), du métadilépididé, Skrjabinoporus merops (Yoneva et
al., 2006b), des paruterinidés, Triaenorhina rectangula et Anonchotaenia globata
(Yoneva et al., 2009, 2010), et du taeniidé, Taenia taeniaeformis (Miquel et al., 2009a).

Les microtubules corticaux forment une couche continue de matériel dense aux

¢lectrons sous la membrane de 1’expansion cytoplasmique. Ils apparaissent, des le début

de la spermiogen¢se, paralléles a 1’axe de 1’expansion.
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Contrairement aux autres eucestodes, les Diphyllidea présentent ou pas des
microtubules corticaux dans la zone de différenciation de leurs spermatides. En effet,
chez Echinobothrium brachysoma et E. typus (Azzouz-Draoui, 1985), trés peu de
microtubules corticaux apparaissent durant la phase initiale de la spermiogenése. Chez
Echinobothrium euterpes (présente étude), les microtubules corticaux, en nombre tres
réduit, sont disposés, dans la partie proximale de la zone de différenciation et persistent
pendant toute la durée de la spermiogenése. Chez E. affine (Mokhtar-Maamouri &
Azzouz-Draoui, 1984 ; Azzouz-Draoui,1985 ; Azzouz-Draoui & Mokhtar-Maamouri,
1986/88), ils forment deux rangées périphériques le long de 1I’expansion cytoplasmique
médiane. Par contre, chez E. harfordi (Mokhtar-Maamouri & Azzouz-Draoui, 1984 ;
Azzouz-Draoui 1985 ; Azzouz-Draoui & Mokhtar-Maamouri, 1986/88), ils sont rares et
quelquefois absents. Ce caractére « absence ou carence » de microtubules corticaux,
jusqu’ici signalé uniquement chez les Diphyllidea, pourrait étre un caractére important,

spécifique a ce groupe.

Chez les cyclophyllidés et les tétrabothriidés, les microtubules corticaux deviennent
spiralés, a la fin de la spermiogenése. Cette torsion des microtubules peut, dans certains
cas, s’accompagner d’un processus de condensation cytoplasmique qui serait a I’origine
de la formation de la gaine périaxonémale, présente dans le spermatozoide mdr de
quelques cyclophyllidés (Ndiaye et al., 2003a; Miquel et al., 2005a, 2010). Le
processus de condensation cytoplasmique et la torsion tardive des microtubules
corticaux ont été clairement demontrés chez les dipylidiidés, Joyeuxiella
echinorhynchoides et J. pasqualei (Ndiaye et al., 2003a). Une condensation de matériel
granulaire, a la périphérie des spermatides, a été observée chez le Cyclophyllidea-
Dilepidiidae, Molluscotaenia crassiscolex (présente étude), le Taeniidae Taenia
taeniaeformis (Miquel et al., 2009a) et le Tetrabothriidea Tetrabothrius erostris
(Stoitsova et al., 1995), mais la formation de la gaine périaxonémale n’a pas été
observée durant la spermiogenése. Il est intéressant de remarquer que les
Tetrabothriidea suivent la spermiogenése de type Il, les espéces des genres Joyeuxiella
et Taenia la spermiogenése de type 11l et Molluscotaenia crassiscolex la spermiogenese
de type IV.

209



A.M. Marigo (2011)

Aprés la formation de la zone de différenciation, un ou deux flagelles prennent
naissance a partir des centrioles. Selon B& & Marchand (1995), dans les spermiogenéses
de types I et II, les flagelles croissent orthogonalement a I’axe de 1’expansion
cytoplasmique médiane, puis, pivotent d’un angle de 90° et fusionnent avec celle-Ci.
Cependant, chez le spathebothriidé, Cyathocephalus truncatus et le caryophyllidé,
Wenyonia virilis, les flagelles subissent une rotation de plus de 90°, puis, fusionnent
avec l’expansion cytoplasmique médiane (Brunanska et al., 2006 ; Miquel et al.,
2008a).

Selon la description originale de B& & Marchand (1995), les spermiogenéses de types
IIT et IV (ou types cyclophyllidés de Swiderski, 1986a), seraient dépourvus de rotation
flagellaire. Cependant, une légére rotation flagellaire a été observée chez quelques
especes de Cyclophyllidea. On peut citer, en particulier, le Catenotaeniidae,
Catenotaenia pusilla (Hidalgo et al., 2000), le Metadilepididae, Skrjabinoporus merops
(Yoneva et al., 2006b), les Paruterinidae, Anonchotaenia globata et Triaenorhina
rectangula (Yoneva et al., 2009, 2010), et les Taeniidae, Taenia parva et Taenia
taeniaeformis (Ndiaye et al., 2003b ; Miquel et al., 2009a). Ces résultats semblent
réfuter I’hypothése selon laquelle 1’absence de rotation flagellaire serait une
synapomorphie pour les Cyclophyllidea, proposée par Ba & Marchand (1995) ainsi que
par Justine (1998a, 2001).

Selon de nombreux auteurs, la position systématique des Cyclophyllidea-
Mesocestoididae est incertaine. En effet, ils se caractérisent par un cycle biologique et
une morpho-anatomie différents de ceux des autres Cyclophyllidea (Khalil et al., 1994).
En outre, les études moléculaires (Mariaux, 1998) ont montré la nécessité de les exclure
de cet ordre ou bien d’incorporer de nouveau les Tetrabothriidea pour que ’ordre des
cyclophyllidés soit considéré comme monophylétique. Egalement, les caractéres
ultrastructuraux des spermatozoides des Mesocestoididae sont plésiomorphiques, en
comparaison avec ceux observés chez les autres Cyclophyllidea (Miquel et al., 1999,
2007b). Ainsi, la spermiogenese de type Il a été rencontrée chez les especes de
Mesocestoididae (Miquel et al., 1999, 2007b).

Durant la spermiogenése, la rotation du ou des flagelles est suivie de la fusion proximo-

distale. Au terme de cette fusion, le ou les flagelles s’incorporent complétement dans
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I’expansion cytoplasmique médiane. Cependant, chez les caryophyllidés, Glaridacris
catostomi et Monobothrioides chalmersius (Swiderski 2011 ; Swiderski & Mackiewicz,
2002 ; Arafa & Hamada, 2004), et le Cyclophyllidea-Anoplocephalidae, Moniexia
expansa (Li et al., 2003), ’axonéme ne se¢ serait pas totalement incorporé dans
I’expansion cytoplasmique médiane, ce qui donnerait naissance a un spermatozoide
ayant un bout d’axoneme libre dans sa partie distale. Mais, en analysant attentivement
les images de la partie distale publiées par ces derniers, elles nous ont paru
correspondre, en réalité, a des coupes transversales de spermatides, durant la fusion

proximo-distale.

IV.2. Spermatozoide

Les études ultrastructurales du spermatozoide des plathelminthes ont apporté des
précisions d’une grande utilité dans I’interprétation des relations phylogénétiques entre
les grands groupes de plathelminthes parasites. Chez les cestodes, en particulier, on peut
citer les travaux de Justine (1991a,b, 1995, 1998a,b, 2001), de B4 & Marchand (1995)
et de Levron et al. (2010).

Euzet et al. (1981), ont utilisé le nombre d’axonéme (un ou deux) dans le spermatozoide
des cestodes pour étayer les hypothéses phylogénétiques antérieures, basées sur des
caracteres morphologiques, entre différents ordres de cestode. Cependant, les
contributions les plus amplement considérées, furent celles de Swiderski (1986a), Ba &
Marchand (1995) et Justine (1991a, 1995, 1998a, 2001, 2003). Récemment, a I’instar de
Justine (2001), Levron et al. (2010) firent une analyse de toutes les données
spermatologiques et proposérent sept types de spermatozoides chez les Eucestoda (voir
Fig. 4 dans I’introduction, page 50). Ces sept types de spermatozoides furent établis sur
la base du nombre d’axonémes, de la présence ou pas de corps en créte hélicoidal, de la
disposition, paralléle ou spiralée, du noyau, de la disposition, parallele ou spiralée, des
microtubules corticaux, de la présence ou pas de gaine périaxonémale et de la présence

ou pas de parois intracytoplasmiques de matériel opaque aux électrons.

Ainsi, les types | et Il contiennent deux axonemes. Le type |, caractérisé par la présence

de microtubules corticaux paralleéles et d’un noyau paralléle se rencontre chez les
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Spathebothriidea, les Diphyllobothriidea, les Haplobothriidea et les Trypanorhyncha. Le
type 11, rencontré chez les Bothriocephalidea, les Tetraphyllidea-Onchobothriidae, les
Proteocephalidea et chez quelques Diphyllidea, présente, en plus du noyau paralléle, et
des microtubules corticaux paralléles, un corps en créte hélicoidal dans sa partie

antérieure (Levron et al., 2010).

Les types I, 1V, V, VI et VII présentent un unique axonéme. Le type Il est caractérisé
par la présence de microtubules corticaux paralléles et un noyau paralléle. Il a été decrit
chez les Caryophyllidea. Le type IV, en plus des caracteres décrits dans le type IlI,
présente un corps en créte hélicoidal. 1l se rencontre chez les Tetraphyllidea-
Phyllobothriidae, les Mesocestoididae et, peut-étre, chez les Lecanicephalidea. Les
spermatozoides de type V, VI et VII se rencontrent uniquement chez les Cyclophyllidea,
hormis la famille des Mesocestoididae. Ils contiennent un noyau spiralé et des
microtubules corticaux spiralés. Le type V est dépourvu de gaine périaxonémale et de
parois intracytoplasmiques de matériel opaque aux électrons. Le type VI est caractérisé
par la présence de gaine périaxonémale tandis que le type VII présente, a la fois, une
gaine périaxonémale et des parois intracytoplasmiques de matériel opaque aux

électrons. Le type VII a aussi été décrit chez les Tetrabothriidea (Levron et al., 2010).

Le nombre d’axonémes dans le spermatozoide est un caractére d’une grande
importance phylogénétique chez les Eucestoda. En effet, il a permis de distinguer des
spermatozoides a deux et & un seul axoneme. Ces derniers sont considérés comme plus

évolués que les premiers (Euzet et al., 1981 ; Justine, 1998a, 2001).

En ce qui concerne les Tetraphyllidea, les Onchobothriidae et Phyllobothriidae
présentent un schéma spermatologique différent. Les onchobothriidés ont un
spermatozoide de type 11 (Mokhtar-Maamouri & Swiderski, 1975 ; Mokhtar-Maamouri,
1982 ; Quilichini et al., 2007 ; présente étude), tandis que chez les phyllobothriidés,
deux types de spermatozoides sont rencontrés: le type Il avec deux axonémes
(Mahendrasingam et al., 1989) et le type IV avec un seul axonéme (Mokhtar-Maamouri,
1979 ; MacKinnon & Burt 1984) (Tableau XIV). Par conséquent, les tétraphyllidés sont
considérés comme un groupe paraphylétigue comme 1’ont aussi montré les analyses

phylogénétiques (Caira et al., 1999).
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Chez les Diphyllidea, les études phylogénétiques (Caira et al., 1999, 2001 ; Ivanov &
Hoberg, 1999) montrent que I’ordre est monophylétique. Par contre, les études
ultrastructurales de cing especes du méme genre révelent la présence de trois types de
spermatozoides : le type | chez une seule espece (Azzouz-Draoui & Mokhtar-
Maamouri, 1984 ; Azzouz-Draoui, 1985) ; le type Il chez deux especes (Azzouz-Draoui,
1985) et le type IV chez deux autres especes (Azzouz-Draoui & Mokhtar-Maamouri,
1984 ; Azzouz-Draoui 1985 ; Azzouz-Draoui & Mokhtar-Maamouri, 1986/88 ; présente
étude) (Tableau XII). Ces différents types de spermatozoides rencontrés chez des
especes du méme genre posent un grand probléme. Il sera donc important d’étudier
d’autres especes de Diphyllidea pour élucider le modele général du spermatozoide de
cet ordre.

Néanmoins, le Diphyllidea, Echinobothrium euterpes, que nous avons étudié, présente
un spermatozoide de type 1V, de méme que Echinobothrium harfordi (Azzouz-Draoui
& Mokhtar-Maamouri, 1986/88). Durant le processus de spermiogenese, E. harfordi
présenterait un flagelle long et un bouton flagellaire, E. euterpes, E. typus et E.
brachysoma posséderaient un flagelle long et un flagelle court, tandis que chez E. affine
le flagelle court serait un peu plus développé que chez les autres especes. Ce flagelle
court, par analogie a ce que nous avons observé chez E. euterpes, dégénérerait a la fin
de la spermiogenese. Par conséquent le spermatozoide des Diphyllidea aurait un seul

axoneme et serait de type 1V.

Selon la classification faite par Levron et al. (2010), il existe quelques espéces de
cestode dont le spermatozoide est difficile a classer. On peut citer en particulier, le
Proteocephalidea, Sandonella sandoni (B&4 & Marchand, 1994a), ne possédant qu’un
seul axonéme (type IV de spermatozoide), le Tetraphyllidea-Phyllobothriidae,
Trilocularia acanthiaevulgaris (Mahendrasingam et al., 1989), présentant deux
axonemes (type Il de spermatozoide) et le Diphyllobothriidae, Duthiersia fimbriata

(Justine, 1986), doté de corps en créte (type Il de spermatozoide).

Chez la plupart des cestodes, I’extrémité antérieure du spermatozoide est marquée par la
présence d’un centriole et/ou d’un ou de plusieurs corps en créte (B4 & Marchand,
1995 ; Justine, 1998a ; 2001). Le corps en créte hélicoidal a été décrit, pour la premiere

fois, par Mokhtar-Maamouri & Swiderski (1975) chez Acanthobothrium benedeni et
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Onchobothrium uncinatum, et il jouerait un r6le important dans la fécondation. Il a été
considéré comme une synapomorphie des Eucestoda (B& & Marchand, 1995) ou d’une
partie des Eucestoda (Justine, 1998a, 2001). En effet, le corps en créte serait absent chez
les groupes considérés comme ancestraux tels que les Caryophyllidea (Swiderski &
Mackiewicz, 2002 ; Arafa & Hamada, 2004 ; Brunanska & Poddubnaya, 2006 ; Miquel
et al., 2008a ; Brunanska, 2009 ; Brunanska & Kosti¢, 2011 ; Yoneva et al., 2011), les
Spathebothriidea (Brunianska et al., 2006 ; Brunanskda & Poddubnaya, 2010) les
Haplobothriidea (MacKinnon & Burt, 1985), les Trypanorhyncha (Miquel & Swiderski
2006a; Miquel et al., 2007a ; presente étude) et chez le nouvel ordre des
Diphyllobothriidea (Levron et al., 2006a, 2009, 2011) (Tableaux VII, VI, IX et XIII).

Le corps en créte est un fin cordon de matériel opaque aux électrons, enroulé en spirale
autour de I’extrémité antérieure du spermatozoide des cestodes. Son épaisseur varie
entre 30 et 300 um chez les cestodes. Nous 1’avons évaluée a environ 60-90 nm chez
Barsonella lafoni, 80 nm chez Echinobothrium euterpes, 160 nm chez Clestobothrium
crassiceps, entre 160 et 330 nm chez Molluscotaenia crassiscolex et 200 nm chez

Acanthobothrium crassicolle.

Le corps en créte présente une morphologie et une conformation variées suivant les
espéces. En effet, chez M. crassiscolex il est totalement accolé a I’axonéme dans les
parties antérieure et postérieure de la région | du spermatozoide. Par contre, il s’en

détache dans sa zone médiane.

Par contre, chez le Bothriocephalidea, Clestobothrium crassisceps (présente étude), il ne

décrit qu’un seul tour de spire autour de I’axonéme.

En plus des variations morphologiques, le corps en créte est aussi sujet a des variations
numériques. En effet, un a douze corps en créte ont été décrits dans le spermatozoide
des cestodes. Cette variabilité numérique, observée pour la premiére fois par Ba et al.
(1991) chez Thysaniezia ovilla (Cyclophyllidea, Anoplocephalidae), a été retrouvée
chez d’autres Cyclophyllidea, ainsi que chez le Proteocephalidea, Nomimoscolex sp.
(Séne et al., 1997). Chez ce dernier, trois corps en créte ont été mentionnés. La
variabilité du nombre de corps en créte chez les Cyclophyllidea a surtout été

remarquable dans la famille des Hymenolepididae : ente six et neuf chez Hymenolepis

214



Chapitre IV : Discussion

sulcata (Miquel et al., 2007c), six chez Cladogynia serrata (=Retinometra serrata) (Ba
& Marchand, 1993), entre un et huit chez Echinocotyle dolosa (Ba et al., 2002), entre
sept et dix chez Rodentolepis fraterna (Miquel et al., 2007c), entre un et six chez
Rodentolepis microstoma (Ba & Marchand, 1998), entre cing et neuf chez Rodentolepis
myoxi (Miquel et al., 2007c), douze chez Rodentolepis nana (B4 & Marchand, 1992a),
huit chez Rodentolepis straminea (=Hymenolepis straminea) (Ba & Marchand, 1996a),
onze chez Rodentolepis sp. (Miquel et al., 2007c). Chez les autres familles de
Cyclophyllidea (Anoplocephalidae —sauf Sudarikovina taterae—, Catenotaeniidae,
Nematotaeniidae, = Davaineidae,  Dilepididae, = Metadilepidae,  Paruterinidae,
Gryporhynchidae, Dipylidiidae, Mesocestoididae, Taeniidae) le nombre de corps en

créte varie entre 1 et 2 (Tableau X1X).

Une autre structure, caractéristiqgue de I’extrémité antérieure du spermatozoide des
cestodes est le cone apical. Celui-ci, de forme plus ou moins conique, est généralement
opague aux électrons. Il se situe en avant du centriole constitué de neuf triplets de
microtubules, entourés ou non du corps en créte hélicoidal. Cependant, il n’est pas

présent chez tous les cestodes.

Le cone apical a été décrit chez deux Bothriocephalidea (Ba et al., 2007 ; présente
étude), deux Tetraphyllidea-Onchobothriidae (Quilichini et al., 2007 ; présente étude),
un Diphyllidea (présente étude), trois Proteocephalidea (B4 & Marchand, 1994a ; Séne
et al., 1997 ; présente étude), et de nombreux Cyclophyllidea dont un Mesocestoididae
(Miquel et al., 2007b), tous les Anoplocephalidae (Bé et al., 1991, 2000 ; B4 &
Marchand, 1992b,c, 1994b,d,ef,g ; Miquel & Marchand, 1998a ; Li et al., 2003 ;
Miquel et al., 2004 ; Eira et al., 2006), deux Catenotaeniidae (Miquel et al., 1997a ;
Hidalgo et al., 2000), un Nematotaeniidae (Mokhtar-Maamouri & Azzouz-Draoui,
1990), tous les Davaineidae (Ba et al., 1994c,d ; Ba et al., 2005a,b ; Miquel et al.,
2010), un Dilepididae (présente étude), un Metadilepidae (Yoneva et al., 2006b), deux
Paruterinidae (Yoneva et al., 2009, 2010), un Gryporhynchidae (Yoneva et al., 2008),
trois Dipylidiidae (Miquel & Marchand, 1997 ; Ndiaye et al., 2003a ; Miquel et al.,
2005a), trois Hymenolepididae (B4 & Marchand, 1993, 1996a ; Ba et al., 2002) et
quatre Taeniidae (Miquel et al., 2000a, 2009b ; Ndiaye et al., 2003b ; Ba et al., 2011).
Ainsi, le cone apical a été décrit dans cing des dix sept ordres que compte la classe des

cestodes (Tableaux X, XII, X1V, XVII et XIX). Il convient de remarquer que chez les
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Diphyllidea, les especes du genre Echinobothrium, précédemment étudiées, étaient
toutes depourvues de cone apical. Nous avons pu mettre en évidence, pour la premiére

fois, sa présence chez un Diphyllidea, avec Echinobothrium euterpes.

Le cone apical n’a pas été pris en compte par Levron et al. (2010) dans leur derniere
révision systématique et phylogénétique des cestodes. Or, sa présence a I’extrémité
antérieure du spermatozoide des cestodes, appartenant a des ordres différents, pourrait
étre un caractere clef dans la compréhension de leur phylogénie. Il serait donc
convenable de le considérer dans une future analyse des caractéres du spermatozoide
des cestodes, d’autant plus qu’il n’a jamais été décrit chez une espece dépourvue de

corps en créte.

Des microtubules corticaux, disposés en arc, ont été décrits, aussi bien dans la partie
antérieure que dans la région postérieure du spermatozoide des cestodes. Un arc de
microtubules corticaux a été décrit, a I’avant du spermatozoide, chez tous les
Tetraphyllidea (Mokhtar-Maamouri & Swiderski, 1975 ; Mokhtar-Maamouri, 1979 ;
Mokhtar-Maamouri, 1982 ; MacKinnon & Burt, 1984 ; Mahendrasingam et al., 1989 ;
Quilichini et al., 2007 ; présente étude), un Rhinebothriidea (Mokhtar-Maamouri &
Swiderski, 1976), trois Trypanorhyncha (Miquel & Swiderski, 2006a ; Miquel et al.,
2007a ; présente étude), trois Spathebothriidea (MacKinnon & Burt, 1984 ; Brunanska
et al., 2006 ; Brunanska & Poddubnaya, 2010), quatre Diphyllobothriidea (Justine,
1986, Levron et al., 2006a, 2009, 2011), cing Caryophyllidea (Arafa & Hamada, 2004 ;
Gamil, 2008 ; Brunanska, 2009 ; Brunanska & Kosti¢, 2011; Yoneva et al., 2011), un
Bothriocephalidea (Ba et al., 2007) et deux Cyclophyllidea-Mesocestoididae (Miquel et
al., 1999, 2007b) (Tableaux VII, VHI, X, XII, XIV, XV et XIX). Chez les
Proteocephalidea, cet arc de microtubules normalement présent qu’au niveau de
I’extrémité antérieure du gaméte male, a été également décrit par les auteurs (Ba4 &
Marchand, 1994a ; Séne et al., 1997 ; Brunanska et al., 2003a,c, 2004a,b) dans la zone
postérieure. Toutefois, par analogie a ce qui a été jusque la décrit chez plusieurs groupes
de cestodes et, en nous basant sur les résultats que nous avons obtenus avec 1’étude du
Proteocephalidea, Barsonella lafoni, nous pouvons considérer que 1’arc de microtubules
corticaux serait seulement restreint dans la région antérieure du spermatozoide, comme

chez toutes les espéces chez lesquelles ce caractere fut signalé. De plus, chez tous les
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Proteocephalidea, cet arc de microtubules corticaux se dessine déja dans la zone

pourvue de corps de créte.

Le nombre de microtubules corticaux formant 1’arc varie de 3 a 18, selon le niveau de
sections et selon les especes. Ainsi, 1’arc de microtubules corticaux est rencontré chez
les especes dont le spermatozoide est de type I, Il, 11 ou 1V, sauf les Bothriocephalidea
et les Diphyllidea (Tableaux VII, VIII, XIII, X1V, XV, XVII et XIX).

Chez les Bothriocephalidea, un anneau, constitué de 25 a 30 microtubules corticaux,
tres opaques aux électrons, a été signalé, en lieu et place de I’arc de microtubules. A
I’exception de Bothriocephalus claviceps (Bé et al., 2007), cet anneau de microtubules a
été décrit chez la totalité des espéces de Bothriocephalidea (Swiderski & Mokhtar-
Maamouri, 1980 ; Brumianska et al. 2002, 2010 ; Levron et al., 2005, 2006b,c ; Sipkova
et al., 2010, 2011 ; présente étude). Cependant, chez Triaenophorus nodulosus (Levron
et al., 2006c) et Eubothrium rugosum (Brunanska et al., 2010), les microtubules

corticaux forment un anneau et demi autour du centriole.

Les microtubules disposés en arc ou en anneau sont plus épais en comparaison aux
autres microtubules présents dans le spermatozoide. Ainsi, on distingue deux types de
microtubules corticaux. L’apparition du deuxieme type coincide avec celle du second
axoneme chez les espéces présentant deux axonémes dans le spermatozoide. Ces deux
types de microtubules corticaux, énoncés pour la premiére fois chez Echeinebothrium
beauchampi par Mokhtar-Maamouri & Swiderski (1976), ont été retrouvés chez de
nombreuses espéces de cestodes appartenant aux ordres suivants : Tetraphyllidea
(présente  étude), Bothriocephalidea (Swiderski & Mokhtar-Maamouri, 1980 ;
Brunianska et al., 2002, 2010 ; Levron et al., 2005, 2006b,c ; Sipkova et al., 2010,
2011 ; présente étude), Diphyllobothriidea (Justine, 1986), Trypanorhyncha (Miquel &
Swiderski, 2006a, Miquel et al., 2007a ; présente étude), Proteocephalidea (Bruiianska
et al., 2003a,c, 2004a,b ; présente étude) et Cyclophyllidea-Mesocestoididae (Miquel et
al., 1999, 2007b).

Par contre, chez les Diphyllidea, le spermatozoide ne contient que quelques

microtubules corticaux. Ils ont été décrits dans le spermatozoide de Echinobothrium

affine (Mokhtar-Maamouri & Azzouz-Draoui, 1984 ; Azzouz-Draoui, 1985 ; Azzouz-
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Draoui & Mokhtar-Maamouri, 1986/88) et E. euterpes (présente etude). Chez E.
euterpes, les microtubules, en nombres tres réduits, sont limités dans la région

antérieure du spermatozoide, pourvue de corps en créte.

Dans le spermatozoide des cestodes, les microtubules corticaux sont paralleles entre eux
(caractere primitif ou plésiomorphe) ou spiralés (caractére dérivé ou apomorphe). La
présence de microtubules corticaux spiralés a été considérée comme une synapomorphie
des Cyclophyllidea et des Tetrabothriidea (Justine, 1998a, 2001). Cependant, chez les
Cyclophyllidea-Mesocestoididae, les microtubules corticaux sont paralléles entre eux
(Miquel et al., 1999, 2007b). De plus, les Mesocestoididae se distinguent des autres
Cyclophyllidea par la présence d’autres caractéres plésiomorphes, au cours du processus

de la spermiogenese.

Chez les Cyclophyllidea, I’angle de torsion des microtubules corticaux par rapport au
supposé axe longitudinal du spermatozoide varie selon les familles, mais ne dépasse
guéere 60° (Tableau XIX). En effet, il a été estimé entre 15 et 50° chez les
Anoplocephalidae (B4 & Marchand, 1992b,c ; B4 & Marchand, 1994b ; Miquel et al.,
2004 ; Eira et al., 2006...), 45 et 60° chez les Davaineidae (B4 & Marchand, 1994c ; Ba
et al., 2005a ; Miquel et al., 2010...), 30 et 45° chez les Dilepididae (Swiderski et al.,
2000 ; Yoneva et al., 2006a ; présente étude), 15 et 30° chez les Hymenolepididae (Ba
& Marchand, 1992a, 1993, 1996a, 1998), 30 et 40° chez les Metadilepididae (Yoneva et
al., 2006b), 35 et 40° chez les Paruterinidae (Yoneva et al., 2009, 2010) , 40 et 50° chez
les Taeniidae (Featherston, 1971 ; Ndiaye et al., 2003b ; Miquel et al., 2009b ; Ba et al.,
2010...), 45° chez les Gryporhynchidae (Yoneva et al., 2008), 40° chez les
Catenotaeniidae (Miquel et al., 1997a ; Hidalgo et al., 2000) et les Dipylidiidae (Miquel
& Marchand, 1997 ; Ndiaye et al., 2003a).

Des granules de matériel opaque aux électrons ont également été décrits dans le
cytoplasme du spermatozoide de nombreuses espéces de cestodes. Cependant, chez
certaines especes, en particulier, le Caryophyllidea, Breviscolex orientalis (Yoneva et
al., 2011), les Diphyllobothriidea, Ligula intestinalis et Schistocephalus solidus (Levron
et al., 2009, 2011), les granules de mateériel dense sont remplacés par une zone dense
aux électrons. D’autre part, de nombreux Cyclophyllidea: Anoplocephalidae (B4 &
Marchand, 1992c, 1994e,f,g), Catenotaeniidae (Miquel et al., 1997a; Hidalgo et al.,
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2000), Metadilepidae (Yoneva et al., 2006b), Paruterinidae (Yoneva et al., 2009, 2010)
et Dipylidiidae (Miquel & Marchand, 1997 ; Ndiaye et al., 2003a), sont aussi dépourvus
de granules. Concernant les Cyclophyllidea-Taeniidae, I’étude de Taenia taeniaeformis
par Miquel et al. (2009b) a montré que les spermatozoides de toutes les espéces du
genre Taenia sont dépourvus de granules de matériel opaque aux électrons. La derniére

étude de Ba et al. (2011) sur Taenia saginata confirme cette description (Tableau XI1X).

Selon 1’état dispersé ou en rosettes des granules de matériel opaque aux électrons, on
peut distinguer deux types de glycogéne : a et B (Swiderski, 1976a, 1994 ; Mokhtar-
Maamouri & Azzouz-Draoui, 1984 ; Azzouz-Draoui, 1985 ; McKerr, 1985 ; Azzouz-
Draoui & Mokhtar-Maamouri, 1986/88 ; Miquel & Swiderski, 2006a ; Miquel et al.,
2007a ; présente étude). La nature glycogénique des granules denses peut étre prouvée
par le test de Thiéry (1967). Ce test, le plus souvent négligé dans les études
ultrastructurales, est d’une importance capitale, surtout chez les Cyclophyllidea ou,
généralement, la présence de nombreuses inclusions, de matériel opaque aux électrons
(granules de glycogéne et granules protéiques), a été démontrée. Les granules
protéiques, d’aspect plus grossier que les granules de glycogene, ont été mis en
évidence par un test cytochimique, en particulier, chez les anoplocephalidés,
Thysaniezia ovilla (Bé et al., 1991) et Aporina delafondi (Ba & Marchand, 1994b) et
I’hyménolepididé, Cladogynia serrata (=Retinometra serrata) (B4 & Marchand, 1993).
Chez de nombreuses autres espéces d’Anoplocephalidae, en particulier,
Anoplocephaloides dentata, Gallegoides arfaai, Moniezia expansa, Moniezia benedeni,
Mosgovoyia ctenoides et Paranoplocephala omphalodes (B4 & Marchand, 1992b;
Miquel & Marchand, 1998a,b ; Ba et al., 2000; Miquel et al., 2004; Eira et al., 2006),
des particules granulaires de matériel opaque aux électrons, assimilables a des granules

protéiques, dont la nature protéique n’a pas été prouvée, ont été décrites.

Des inclusions d’aspect similaire & celui des granules de glycogéne ont été également
observées dans le spermatozoide des Cyclophyllidea-Dilepididae (Swiderski et al.,
2002 ; Yoneva et al., 2006a ; présente étude). Cependant, le test cytochimique effectué
sur Molluscotaenia crassiscolex (présente étude) a montré que ces granules n’étaient
pas de nature glycogénique. En conséquence, nous pensons que les granules presents
dans le spermatozoide des Dilepididae ne sont pas de nature glycogénique,

contrairement & ce qu’avait supposé Yoneva et al. (2006a).
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Par ailleurs, la présence de granules de glycogéne a été démontrée chez les
mesocestoididés, Mesocestoides litteratus et Mesocestoides lineatus (Miquel et al.,
1999, 2007b). Chez ces deux espéces, les auteurs ont pu montrer, pour la premiere fois,

la disposition de ces granules en un cordon spiralé.

D’autres especes, telles que les dipylidiidés, Joyeuxiella pasqualei et Joyeuxiella
echinorhynchoides (Ndiaye et al., 2003a ; Miquel et al., 2005a) et le nématotaeniidé,
Nematotaenia chantalae (Mokhtar-Maamouri & Azzouz-Draoui, 1990), présentent
également dans leur spermatozoide des particules, assimilables a des granules de
glycogéne. Toutefois, la nature glycogénique de ces particules n’a pas été prouvée par

un test de Thiéry (1967).

Par ailleurs, de nombreuses espéces d’hyménolepididés, comme Echinocotyle dolosa,
Hymenolepis diminuta, Rodentolepis straminea, Rodentolepis nana, Rodentolepis
microstoma, Cladogynia guberiana, Diorchis parvogenitalis et Dicranotaenia coronula
(Kelsoe et al., 1977 ; B4 & Marchand, 1992a, 1996a, 1998 ; Chomicz & Swiderski,
1992a,b ; Swiderski & Chomicz, 1994 : Ba et al., 2002) présentent dans leurs
spermatozoides des inclusions opaques aux électrons, de taille intermédiaire entre les

particules protéiques et les granules de glycogene.

Chez les eucestodes, les données considérées comme des synapomorphies sont, entre
autres, I’absence de mitochondrie dans le spermatozoide (Justine, 1991a) et la présence
d’un ou de plusieurs corps en créte hélicoidaux (Ba& & Marchand, 1995). Cependant, le

corps en créte n’a pas été observé dans le spermatozoide de tous les eucestodes.

Dans le cas particulier des Cyclophyllidea et Tetrabothriidea, les caracteres
synapomorphes sont la présence de microtubules corticaux spiralés et d’une gaine
périaxonémale (Justine, 2001). Toutefois, la considération de ce dernier caractére
comme une synapomorphie est entravée par le fait que les spermatozoides de certaines
espéces présentent une gaine périaxonémale, alors que d’autres en sont complétement
dépourvues. Les cestodes dont le spermatozoide est dépourvu de gaine péeriaxonémale
appartiennent a trois familles, les Anoplocephalidae, les Hymenolepididae et les

Nematotaeniidae. Parmi les Anoplocephalidae, on peut citer toutes les espéces
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d’ Anoplocephalidae-Anoplocephalinae et Thysaniezia ovilla (Thysanosomatinae) (Ba et
al., 1991, 2000 ; Ba & Marchand, 1992b, 1994b ; Miquel & Marchand, 1998a,b ;
Miquel et al., 2004 ; Eira et al., 2006). Parmi les Hymenolepididae, on peut citer cing
especes : Echinocotyle dolosa, Rodentolepis straminea, Rodentolepis nana,
Rodentolepis microstoma et Retinometra serrata (Ba et al., 2002 ; B4 & Marchand,
1992a, 1993, 1996a, 1998). Parmi les Nematotaeniidae, on peut citer Nematotaenia
chantalae (Mokhtar-Maamouri & Azzouz-Draoui, 1990). Les cestodes dont le
spermatozoide présente une gaine périaxonémale appartiennent a la famille des
Anoplocephalidae (Linstowiinae, Inermicapsiferinae et la plupart des Thysanosomatinae
(B4 & Marchand, 1992c, 1994d,e,f,g)) ; des Catenotaeniidae (Miquel et al., 1997a;
Hidalgo et al., 2000) ; des Davaineidae (B&4 & Marchand, 1994c,d ; Ba et al., 2005a,b ;
Miquel et al., 2008b) ; Dilepididae (Swiderski et al., 2000 ; Yoneva et al., 2006a ;
présente étude) ; des Dipylidiidae (Miquel & Marchand, 1997 ; Ndiaye et al., 2003a) ;
des Gryporhynchidae (Yoneva et al., 2008) ; des Metadilepididae (Yoneva et al.,
2006b) ; des Paruterinidae (Yoneva et al., 2009, 2010) ; des Taeniidae (Feartherston,
1971 ; Miquel et al., 2000a, 2009b ; Ndiaye et al., 2003b ; Ba et al., 2011) (Tableau
XI1X).

Un autre caractere décrit dans le spermatozoide des cestodes Cyclophyllidea est la
présence de parois intracytoplasmiques de matériel opaque aux électrons. Les especes
concernées présentent un spermatozoide de type VII. Ainsi toutes les espéces présentant
des parois intracytoplasmiques sont aussi dotées de gaine périaxonémale (B&4 &
Marchand, 1994b,c,d,e,g ; Miquel et al., 2000a, 2008b, 2009b, 2010 ; Ndiaye et al.,
2003b ; Ba et al., 2005a,b ; Yoneva et al., 2006b, 2009, 2010...) (Tableau XIX).

Selon Justine (1998a), il existerait une relation entre la présence ou 1’absence
simultanée de parois intracytoplasmiques et de gaine périaxonémale, et 1’absence ou la
présence de granules dans le cytoplasme du spermatozoide. S’il est vrai que certaines
études obéissent a ce schéma (Featherston, 1971 ; Mokhtar-Maamouri & Azzouz-
Draoui, 1990 ; Ba et al., 1991, 2000, 2002, 2011 ; B& & Marchand, 1992a,b, 1993,
1994b,d,e,g, 1996a, 1998 ; Miquel & Marchand, 1998a,b ; Miquel et al., 1999, 2000a,
2004, 2007b, 2009b ; Li et al., 2003 ; Ndiaye et al., 2003b ; Willms et al., 2004 ; Eira et
al., 2006 ; Yoneva et al., 2006b, 2009, 2010), la combinaison de ces trois éléments n’est

aucunement liée, car tous les types d’arrangements sont rencontrés (Tableau XI1X).
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Des zones d’attachement ou zones de fusion des flagelles ont été décrites dans
I’expansion cytoplasmique médiane des spermatides, au cours de la spermiogenése des
cestodes. Il s’agit, en coupe transversale, de 1’espace délimité par un matériel
punctiforme, submembranaire et opaque aux électrons. Elles ont été décrites, en
particulier, chez les diphyllobothriidés (Levron et al., 2006a, 2009, 2011); les
bothriocéphalidés (Brunanska et al., 2002, 2010 ; Levron et al., 2006¢,b ; Sipkova et al.,
2011 ; présente étude) ; les trypanorhynques (Miquel & Swiderski, 2006a ; Miquel et
al., 2007a ; présente étude) et les spathébothriidés (Brufianska et al., 2006 ; Brunanska
& Poddubnaya 2010).

Chez les cestodes, I’extrémité postérieure du spermatozoide est organisée differemment
suivant les especes et les ordres. En effet, elle présente un axoneme et/ou un noyau chez
les Tetraphyllidea (Mokhtar-Maamouri & Swiderski, 1975 ; Mokhtar-Maamouri, 1979,
1982 ; MacKinnon & Burt, 1984 ; Mahendrasingam et al., 1989 ; Quilichini et al., 2007
. présente étude) ; les Rhinebothriidea (Mokhtar-Maamouri & Swiderski, 1976), les
Trypanorhyncha (Miquel & Swiderski, 2006a ; Miquel et al., 2007a ; présente étude),
les Tetrabothriidea (Stoitsova et al., 1995), les Diphyllidea (Mokhtar-Maamouri &
Azzouz-Draoui, 1984 ; Azzouz-Draoui, 1985 ; Azzouz-Draoui & Mokhtar-Maamouri,
1986/88 ; présente étude), les Spathebothriidea (Brunianska et al., 2006 ; Brunanska &
Poddubnaya, 2010), les Proteocephalidea (B4 & Marchand, 1994a ; Séne et al., 1997 ;
Brunanska et al., 2003a,c, 2004a,b), les Bothriocephalidea (Swiderski & Mokhtar-
Maamouri, 1980 ; Brunianska et al., 2002, 2010 ; Levron et al., 2005, 2006¢,b ; Sipkova
et al., 2010, 2011 ; présente étude), les Diphyllobothriidea (Levron et al., 2006a, 2009,
2011), les Caryophyllidea (Arafa & Hamada, 2004 ; Gamil, 2008 ; Brunianska, 2009 ;
Brunanska & Kosti¢, 2011; Yoneva et al., 2011) et les Cyclophyllidea (B4 et al., 1991 ;
Ba & Marchand, 1994e,g ; Miquel & Marchand, 1997 ; Miquel et al., 1999 ; Yoneva et
al., 2000, 2006a,b, 2008, 2009, 2010 ; Ndiaye et al., 2003a). Elle ne contient plus que
quelques microtubules corticaux chez Barsonella lafoni (présente étude), Stilesia
globipunctata, Rodentolepis straminea, et Rodentolepis nana (Ba & Marchand, 1992a,c,
1996a). Elle est caractérisée par la présence de granules de glycogéne ou de matériel
opaque aux electrons chez quelques Cyclophyllidea (B& & Marchand, 1992b, 1994b,f,
1998, Miquel & Marchand, 1998a,b ; Ba et al., 2000, 2002, 2005a,b ; Miquel et al.,
2004, 2009b, 2010 ; Eira et al., 2006...).
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CHAPITRE V : CONCLUSIONS

L’analyse des résultats que nous avons pu obtenir au cours de ce présent travail nous a

permis d’aboutir aux conclusions suivantes :

1. Acanthobothrium crassicolle a une spermiogenese de type | et un spermatozoide
de type Il. La présente contribution nous a permis de confirmer la présence de

I’arc de microtubules corticaux épais chez les Tetraphyllidea-Onchobothriidae.

2. La paraphyllie des Tetraphyllidea n’est plus mise en doute. L’¢tude du
Tetraphyllidea-Onchobothriidae, Acanthobothrium crassicolle a permis de
valider le type I de spermiogeneése et le type Il de spermatozoide préalablement

attribués a ce groupe.

3. Aporhynchus menezesi a une spermiogenese de type | et un spermatozoide de
type I. La présence d’un arc de microtubules corticaux épais dans la partie
antérieure du spermatozoide est constante chez les espéces de I’ordre des

Trypanorhyncha.

4. Les légeres différences ultrastructurales observées entre Aporhynchus menezesi
(Gymnorhynchoidea) et les especes des autres super-familles ne sont pas
suffisamment importantes pour établir la polyphylie des Trypanorhyncha.

5. Barsonella lafoni présente une spermiogenése de type | et un spermatozoide de
type Il, constants dans I’ordre des Proteocephalidea. La présence d’un corps
intercentriolaire, de petite taille, et d’un arc de microtubules corticaux épais
semblent aussi étre des caracteres typiques de cet ordre. Cependant, les
caracteres ultrastructuraux du spermatozoide de Sandonella sandoni provoquent
une certaine ambiguité par rapport aux modeles spermatogenétiques attribués a
cet ordre. L’étude de la spermiogenese de S. sandoni ou de celle d’une autre

espece appartenant a la sous-famille des Sandonellinae serait trés importante.

6. Chez Barsonella lafoni, un matériel dense a pu étre observeé durant les phases

initiales de la spermiogenése. Ce matériel dense, détecté pour la premiere fois

239



A.M. Marigo (2011)

chez un Proteocephalidea, était un caractére attribué aux groupes basaux de

cestodes.

Clestobothrium crassiceps se caractérise pour une spermiogenese de type | et un
spermatozoide de type Il. Ces modeles sont observés chez toutes les especes de
I’ordre des Bothriocephalidea. La présence d’un matériel dense aux électrons
durant les stades initiaux de la spermiogenese, le corps intercentriolaire réduit et
la présence d’un anneau de microtubules corticaux épais dans le spermatozoide
semblent également étre des caractéres typiques de I’ordre des

Bothriocephalidea.

La présence de spermatozoides de type | ou Il et la présence ou non d’un
anneau de microtubules corticaux sont des caracteres importants qui soutiennent
I’érection des « Diphyllobothriidae » et des « Bothriocephalidae » au statut

d’ordre, a partir de I’ancien ordre des « Pseudophyllidea ».

Echinobothrium euterpes, a une spermiogenese de type I. La dégénération de
I’axonéme court, formé pendant la spermiogenése, conduit a la formation d’un
spermatozoide de type IV. La disparité qui existe concernant le nombre

d’axonémes chez les especes étudiées est résolue avec 1’étude de E. euterpes.

10.L’absence ou la présence en faible nombre de microtubules corticaux se

11.

12.

confirme pour I’ordre des Diphyllidea. Cette réduction serait compensée par une
quantité importante de granules de glycogene distribués tout le long du gameéte

male.

Chez les Diphyllidea, la racine striée typique décrite chez les cestodes est
remplacée par une masse de matériel opaque aux électrons, de forme
triangulaire, d’aspect granulaire et ne présentant pas de striations visibles. Ce
caractére, seulement signalé chez les Diphyllidea, pourrait constituer une

autapomorphie pour cet ordre.

Molluscotaenia crassiscolex est caractérisé par une spermiogenése de type 1V et

un spermatozoide de type VI. Ces deux modéles se confirment chez les
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Dilepididae sensu stricto. Chez M. crassiscolex, la présence d’un corps en créte

d’une morphologie tout a fait particuliére a été mise en évidence.

13. L’analyse globale des données spermatologiques sur les Dilepididae sensu lato,
a permis de discerner les Dilepididae sensu stricto des Dipylidiidae,
Metadilepidae et Paruterinidae, familles anciennement incluses dans les
Dilepididae sensu lato. Cependant, elle n’a pas permis de distinguer les

Dilepididae sensu stricto des Gryporhynchidae.
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Abstract:

The present Thesis constitutes a contribution to the knowledge of ultrastructure
of spermiogenesis and the spermatozoon of cestodes. New spermatological data
concerning species belonging to six orders of Eucestoda are presented. These
species are Clestobothrium crassiceps (Rudolphi, 1819) (Bothriocephalidea),
Echinobothrium euterpes (Neifar et al., 2001) (Diphyllidea), Aporhynchus menezesi
Noever et al., 2010 (Trypanorhyncha), Acanthobothrium crassicolle Wedl, 1855
(Tetraphyllidea), Barsonella lafoni de Chambrier et al., 2009 (Proteocephalidea),
and Molluscotaenia crassiscolex (von Linstow, 1890) (Cyclophyllidea). The
obtained results on spermiogenesis and the spermatozoon are compared with the
available data on the remaining eucestodes, particularly with the orders discussed
in the present study. Moreover, the usefulness of different spermatological
characters for Taxonomy, Systematics and Phylogeny is discussed.

Key words: Ultrastructure, Spermiogenesis, Spermatozoon, Taxonomy,
Systematics, Phylogeny, Platyhelminthes, Eucestoda, Bothriocephalidea,
Cyclophyllidea, Diphyllidea, Proteocephalidea, Tetraphyllidea, Trypanorhyncha,
Acanthobothrium crassicolle, Aporhynchus menezesi, Barsonella lafoni,
Clestobothrium crassiceps, Echinobothrium euterpes, Molluscotaenia crassiscolex.
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