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RESUME

Le présent travail porte sur onze especes de cestodes dont Six Cyclophyllidea (Anomotaenia
quelea, Echinocotyle dolosa, Paroniella reynoldsae, Raillietina (R) baeri, Sudarikovina
taterae et Taeniarhynchus saginatus) et cinq Bothriocephalidea (Bothriocephalus claviceps,
Bothriocotyle sp., Glossobothrium nipponicum, Glossobothrium sp.1 et Glossobothrium sp.2).
Ces helminthes ont été récoltés chez sept espéces de vertébrés : deux poissons (Anguilla
anguilla et Schedophilus velaini), deux oiseaux (Corvus albus et Quelea quelea) et trois
mammiféres (Mastomys erythroleucus, Gerbilluscus gambianus et Homo sapiens). L’étude
morpho-anatomique de quatre Bothriocephalidea nous a permis de signaler la présence de
trois nouvelles espéces : (Bothriocotyle velaini, Glossobothrium velaini et Glossobothrium
senegalensis) et de nouveaux caracteres de diagnose. L’étude de la répartion géographique
des hotes nous a permis de mettre en évidence I’existence de nouveaux hétes (Corvus albus et

Schedophilus velaini) et de nouvelles localités (Senégal, Afrique).

L’étude utrastructurale de la spermiogenése de Sudarikovina taterae a permis de révéler pour
la premiére fois la présence chez les cestodes de deux centrioles a caracteres ultrastructuraux

distinctifs et paralléles entre eux.

L’étude ultrastructurale du spermatozoide de six Cyclophyllidea (Anomotaenia quelea,
Echinocotyle dolosa, Paroniella reynoldsae, Raillietina (R) baeri, Sudarikovina taterae et
Taeniarhynchus saginatus) et trois Bothriocephalidea (Bothriocephalus claviceps,
Bothriocotyle sp., Glossobothrium sp.) nous a permis de mettre en évidence pour la premiére
fois I’existence chez les cestodes de sept corps en créte, chez les Bothriocephalidea d’un céne
apical, de spermatozoides avec uniquement des microtubules corticaux transparents aux
électrons ou avec coexistence de microtubules corticaux transparents aux électrons et de
microtubules corticaux opaques aux électrons et chez les Cyclophyllidea de c6nes apicaux de
longueur et d’aspect différents, d’un disque apical, d’un noyau a sections polylobées, d’un
noyau dans I’extrémité postérieure du spermatozoide et de microtubules corticaux spiralés
uniquement a leur extrémité antérieure. De plus la présence de deux corps en créte est

signalée pour la premiére fois dans la famille des Dilepididae.

Mots-clés : Morpho-anatomie, Bioécologie, Ultrastructure, Spermatozoide, Cyclophyllidea,

Bothriocephalidea, cone apical, corps en créte.



INTRODUCTION GENERALE

Les cestodes sont des vers plats, d’aspect rubané, dépourvus de tube digestif et parasites a
tous les stades de leur développement. Les adultes vivent dans le tube digestif et les canaux
biliaires des vertébrés a I’exception des Agnathes. Par contre, les larves (Cysticercoides,
Cysticerques, Procercoides, Plérocercoides, Cénures et Hydatides) se développent dans la
cavité genérale et dans divers organes des hétes intermédiaires qui peuvent étre des vertébrés
ou des invertébrés (Euzéby, 1966 ; Schmidt, 1986 ; Khalil et al., 1994). Leur corps comprend
une téte ou scolex, suivi ou non d’un cou puis d’un strobile, constitué d’une succession
d’anneaux ou proglottis. Le scolex est I’organe de fixation sur I’hdte. Sa taille et sa forme
varient suivant les especes. Le cou, plus ou moins long et non segmente, est la zone de
prolifération des proglottis. Le strobile est composé de nombreux proglottis immatures,
matures et gravides situés respectivement dans ses portions antérieure, moyenne et
postérieure. 1l est suivant les cas, de type craspédote (le bord antérieur de chaque proglottis
s’emboite dans le bord postérieur du proglottis qui le précede) ou de type acraspédote (deux

proglottis successifs ont la méme largeur).

L’appareil génital male comprend des testicules en nombre variable, un canal deférent dilaté
ou non en deux vésicules séminales interne et externe et un organe copulateur appelé cirre. Ce

dernier est ou non couvert d’épines ou de microtriches et présente ou non un stylet copulateur.

L’appareil genital femelle comprend un ovaire, un vagin parfois dilaté dans sa partie
proximale en un réceptacle séminal, des glandes vitellogenes folliculaires ou compactes, un
ootype associé ou non a une glande de Mehlis et un utérus. Ce dernier est sacciforme ou

fragmenteé soit en organes parutérins, soit en capsules oviféres contenant un ou plusieurs ceufs.

Actuellement, on connait environ 5000 especes de cestodes réparties dans 600 genres, 63
familles et 17 ordres (Yamaguti, 1959 ; Schmidt, 1986 ; Khalil et al., 1994 ; B4, 1994 ;
Kuchta et al., 2008a). Le présent travail porte sur I’ordre des Cyclophyllidea et celui des
Bothriocephalidea. Il est subdivisé en trois parties. La premiére partie est consacrée a I’état
actuel des connaissances sur la sytématique et la bioécologie des cestodes étudiés, la
deuxiéme partie porte sur I’étude morpho-anatomique de quelques cestodes Cyclophyllidea et
Bothriocephalidea et enfin la troisieme partie traite de I’ultrastructure de la spermiogenese

et/ou du spermatozoide de neuf de ces especes.
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CHAPITRE |

ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES SUR LA SYSTEMATIQUE ET LA
BIOECOLOGIE DES CESTODES ETUDIES

l. Introduction

Au cours de notre travail, nous avons pu récolter chez sept espéces de vertébres six
Cyclophyllidea (deux Davaineidae, un Anoplocephalidae, un Dilepididae, wun
Hymenolepididae et un Taeniidae) et cinqg Bothriocephalidea (un Bothriocephalidae, un

Echinophallidae et trois Triaenophoridae) (Tableau I).

L’ordre des Cyclophyllidea compte a lui seul plus de la moitié des especes de cestodes connus
soit environ 3000 especes appartenant a 18 familles dont les Anoplocephalidae, les
Davaineidae, les Dilepididae, les Hymenolepididae et les Taeniidae. Les cestodes de cet ordre

se rencontrent chez tous les vertébrés.

Leur cycle de développement comprend un ou deux hétes intermédiaires dans lesquels
évoluent les stades larvaires appelés cysticercoide si I’hdte intermédiaire est un invertébré ou

cysticerque si I’h6te intermédiaire est un vertébré (Joyeux et Baer, 1936).

Les Bothriocephalidea constituent un ordre recemment créé avec I’éclatement de I’ordre des
«Pseudophyllidea» en deux : les Bothriocephalidea et les Diphyllobothriidea (Kuchta et al.,
2008a). Ces deux ordres seraient différents aux plans moléculaire, morphologique et
écologique (Brabec et al., 2006, Kuchta, 2007, Kuchta & Scholz, 2007 et Kuchta et al.,
2008a). L’ordre des Bothriocephalidea comprend actuellement 46 genres répartis dans quatre
familles (Bothriocephalidae, Echinophallidae, Triaenophoridae et Philobythiidae). Ils sont
essentiellement parasites de poissons Téléostéens, quelques espéces seulement sont parasites

de tortues marines.

Leur cycle de développement comprend un ou deux hbtes intermédiaires chez lesquels
évoluent les stades larvaires que sont la larve procercoide et la larve plérocercoide. Chez
certaines especes, I’embryophore de la larve hexacanthe est entouré d’une membrane ciliée

permettant ainsi son déplacement dans I’eau a la rencontre de I’héte intermédiaire.



1. Matériel

Nos spécimens ont été recoltés dans divers hotes (Poissons, Rongeurs, Oiseaux et Homme),

en provenance de différentes localités du Sénégal. Ils appartiennent & neuf genres, huit

familles et deux ordres (Tableau 1). Pour chaque espéce de cestode, nous avons indiqué 1’hote

et son site de capture, la localisation dans I’héte, la position systématique, le cycle de

développement et la répartition géographique.

Concernant I’identification des cestodes nous avons procédé a des colorations selon la

méthode de Ba4 & Marchand, 1989 et avons utilisé la bibliographie existante (Yamaguti,
1959 ; Hunkeler, 1974 ; Vassiliades, 1980 ; Schmidt, 1986 ; Khalil et al., 1994; Kuchta et al.,

20084).

Tableau | : Lieux de récolte et hotes des cestodes étudiés.

O : Oiseau ; P : Poisson ; M : Mammifére

Ordres

Familles

Parasites

Hoétes

Lieux de récolte

Anoplocephalidae

Sudarikovina taterae
Hunkeler, 1972

Taterae
gambiana (M)

Niayes de Dakar

Hymenolepididae

Echinocotyle dolosa
Joyeux et al., 1928

Quelea quelea

©)

Nord Sénégal

Raillietina (R) baeri | Mastomys
Meggit et erythroleucus Niayes de Dakar
Davaineidae Subramanian, 1927 (M)
Cyclophyllidea Paroniella reynoldsae | Corvus  albus Dakar
Meggit,1926 (0)

o Anomotaenia quelea | Quelea quelea L
Dilepididae Mettrick, 1961 0) Nord Sénégal
Taeniidae Taeniarhynchus Homo sapiens | Hépital Dantec

saginatus (1782) (M) Dakar

. . Bothriocephalus Anguilla

Both halid . . C
othriocephatidae claviceps Goeze, 1782 | anguilla (P) orse

Bothriocephalidea

Echinophallidae

Bothriocotyle sp

Triaenophoridae

Glossobothrium
nipponicum
(‘Yamaguti,1952)

Glossobothrium spl

Glossobothrium sp2

Schedophilus
velaini (P)

Plage de Hann
(Dakar)




Les Cyclophyllidea

I1. 1. Anomotaenia quelea

a. Hote : Quelea quelea Linnaeus, 1758 (Passeriformes, Ploceidae) (Fig. 1)

Figure 1 : Quelea quelea (source : http : //Biodiversity explorer.org)

b. Site de capture : Nord Sénégal

c. Localisation du parasite dans I’héte : intestin
d. Position systématique :

Embranchement : Plathelminthes

Classe : Cestodes

Ordre : Cyclophyllidea Braun, 1900

Famille : Dilepididae Railliet & Henry, 1909
Genre : Anomotaenia Cohn, 1900

Anomotaenia quelea Mettrick, 1961



e. Cycle de développement

Le cycle d’Anomotaenia quelea n’est pas connu. Cependant, selon Gabrion (1975), le cycle
d’Anomotaenia constricta, une espéce du méme genre, parasite de Coloeus monedula (oiseau
Passeriforme de la famille des Corvidae) est hétéroxene et comporte un hote intermédiaire
(Pimelia sulcata, coléoptére) dans lequel évolue la larve cysticercoide.

En se basant sur Gabrion (1975) mais également sur le regime alimentaire de Quelea quelea,
constitué essentiellement de graines et d’insectes, on pourrait supposer que le cycle
d’Anomotaenia quelea se déroulerait comme suit :

Il débute par I’élimination des ceufs avec les féces de Quelea quelea. Quand ceux-ci sont
ingérés par I’héte intermediaire essentiellement un insecte, les larves hexacanthes se libérent
et se transforment en larves cysticercoides. Ces derniéres deviennent adultes dans I’intestin de

Quelea quelea.

Hote intermédiaire Hote definitif
Insecte Quelea quelea
Larve cysticercoide Adulte

Euf (larve
hexacanthe)

Dans les Féces

Figure 2: Cycle de développement théorique d’Anomotaenia quelea, inspiré des travaux de
Gabrion (1975) sur le cycle d’Anomotaenia constricta

Le genre Anomotaenia est cosmopolite et parasite essentiellement d’oiseaux et rarement de
mammiferes. Anomotaenia quelea est une espece africaine qui a été signalée seulement en

Rhodésie (Mettrick, 1961) et pour la premiére fois au Sénégal (Ba, 2000).
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I1. 2. Echinocotyle dolosa

a. Hote : Quelea quelea Linnaeus, 1758 (Passeriformes, Ploceidae)
b. Site de capture de I’hote : Nord Sénégal

c. Localisation du parasite dans I’héte : Intestin
d. Systématique :

-Embranchement : Plathelminthes

-Classe : Cestodes

-Ordre : Cyclophyllidea Braun, 1900

-Famille : Hymenolepididae Ariola, 1899

-Genre : Echinocotyle Blanchard, 1891
-Echinocotyle dolosa Joyeux et al., 1928

e. Cycle de développement

Le cycle d’Echinocotyle dolosa n’est pas connu mais étant donné que le régime alimentaire de
Quelea quelea est constitue essentiellement de graines et d’insectes, on peut supposer que le
cycle se déroulerait de la méme facon que celui d’Anomotaenia quelea, et en plus, ces deux

especes peuvent parasiter le méme individu hote.
f. Biogéographie

Le genre Echinocotyle est cosmopolite et essentiellement parasite d’oiseaux, il parasite
exceptionnellement des rongeurs. Il est signalé en Europe, Asie, Afrique et en Amérique du
Nord (Khalil et al., 1994). Echinocotyle dolosa est endémique a I’ Afrique et présente un large
spectre d’hotes répertoriés dans le tableau II.

Tableau I1: Hotes d'Echinocotyle dolosa

Hotes Références
Pyromelana franciscana, Lonchura (Spermestes) cucullata Joyeux et al., 1928
Vidua macroura, Hypochera ultramarina Yamaguti, 1959 ; Schmidt, 1986

Quelea quelea, Euplectes orix franciscanus, Lonchura malabarica | Vassiliades, 1980

Lagonosticta senegala, Ploceus cucullatus, Quelea quelea, | Ba, 2000
Lonchura (Spermestes) cucullata, Amandava subflava

11



I1. 3. Paroniella reynoldsae

a. Hote : Corvus albus Muller, 1776 (Passeriformes, Corvidae) (Fig. 3)

Figure 3 : Corvus albus (Source : http : //www.ibc.lynxeds.com)

b. Site de capture de I’hdte : Campus universitaire de I’UCAD
c. Localisation du parasite dans I’héte : Intestin

d. Position systématique :

Embranchement : Plathelminthes

Classe : Cestodes

Ordre : Cyclophyllidea Braun, 1900

Famille : Davaineidae Braun, 1900

Genre : Paroniella Fiihrmann, 1920

Paroniella reynoldsae Meggit, 1926

12
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e. Cycle de développement
Le cycle n’est pas connu.
f. Biogeographie

Le genre Paroniella est cosmopolite et parasite d’oiseaux et de mammiferes (Khalil et al.,
1994). Paroniella reynoldsae a été signalée en Inde, Birmanie, Afrique et Israél dans les
oiseaux du genre Corvus, a savoir C. splendens et C. rhipiducus. Nous I’avons récoltée, pour

la premiere fois, au Sénégal et dans un nouvel héte, Corvus albus.

13



I1. 4. Raillietina (Raillietina) baeri

a. Hote : Mastomys erythroleucus Temminck, 1853 (Rongeur, Muridae) (Fig. 4)

b. Site de capture de I’hote : Niayes

c. Localisation du parasite dans I’héte : Intestin

d. Position systématique :

Embranchement : Plathelminthes

Classe : Cestode

Ordre : Cyclophyllidea Braun, 1900

Famille : Davaineidae Braun, 1900

Genre : Raillietina Fuhrmann, 1920

Raillietina (Raillietina) baeri Meggit & Subramanian, 1927
e. Cycle de développement

Le cycle de Raillietina (Raillietina) baeri n’est pas connu. Cependant, d’apres Jones &
Horsfall, 1935 qui ont étudié le cycle d’especes du méme genre parasites du poulet a savoir
Raillietina echinobothrida et Raillietina cesticillus, les hotes intermédiaires sont
respectivement des fourmis et des coléoptéres (Scarabées). Selon ces auteurs, le cycle débute
par I’élimination des proglottis gravides dans les fientes et les ceufs peuvent survivre trés
longtemps. Les hotes intermédiaires (mouches ou fourmis : Tetramorium, Pachycondyla,

14



Pheidole) s’infestent en ingérant un seul ceuf. La larve éclét dans I’intestin de I’héte
intermédiaire, se transforme en cysticercoide et reste dans le corps de celui-ci jusqu’a ce qu’il
soit ingeéré par I’hote définitif. Activé par la bile, le cysticercoide se fixe sur la muqueuse de
I’intestin gréle et le développement des proglottis débute immédiatement. En se basant sur le
régime alimentaire de Mastomys erythroleucus, constitué essentiellement de graines et de
termites (Moro & Hubert, 1983), on suppose que I’héte intermédiaire dans le cycle de

Raillietina (Raillietina) baeri est un termite.

Ho6te intermédiaire Hote définitif
Termite Mastomys
(Larves erythroleucus

cysticercoides) (Adulte)

Eufs (larves
hexacanthes)

Dans les Féces

Figure 5: Cycle de développement théorique de Raillietina (Raillietina) baeri inspiré
des travaux de Jones & Horsfall (1935)

f. Biogéographie

Railletina (R) baeri a été signalée en Afrique et en Birmanie (Hunkeler, 1974 ; Schmidt,

1986) et pour la premiere fois au Sénégal (B4, 1995).
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I1. 5. Sudarikovina taterae

a. Hote : Gerbilluscus gambianus Thomas, 1910 (Rongeur, Muridae) (Fig. 6)

=

Figure 6 : Gerbilluscus gambianus (Source : IRD/J.-M. DUPLANTIER)

b. Site de capture de I’hote : Niayes de Dakar

c. Localisation du parasite dans I’héte : intestin
d. Position systématique :

Embranchement : Plathelminthes :

Classe : Cestodes

Ordre : Cyclophyllidea Braun, 1900

Famille : Anoplocephalidae Cholodkowsky, 1900
Genre : Sudarikovina Spasskii, 1951

Sudarikovina taterae Hunkeler, 1972
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e. Cycle de développement

Le cycle de développement est hétéroxene, il comporte un héte définitif qui est le rongeur et
un hote intermédiaire qui est un arthropode essentiellement un insecte. Il débute par
I’élimination des ceufs avec les féces du rongeur dans le milieu extérieur. Une fois les ceufs
ingérés par un arthropode, les larves hexacanthes sont libérees et pénéetrent dans la paroi
intestinale pour se développer en larves cysticercoides. Le rongeur se contamine en
consommant I’héte intermédiaire parasité. Apres ingestion, les tissus de I’arthropode sont
digérés et les larves cysticercoides sont libérées dans I’intestin gréle de I’héte définitif ou elles

débutent leur maturation pour atteindre le stade adulte et produire de nouveaux ceufs.

’ Hote définitif

Hote intermédiaire Gerbillucus
Arthropode gambianus
(Cysticercoides) (Adulte)

Feces
Euf

(Larve
hexacanthe)

Figure 7: Cycle de développement de Sudarikovina taterae
(d’aprés Hunkeler, 1974)

f. Biogeographie

Sudarikovina taerae est parasite des Rongeurs Gerbillinae, elle a été récoltée chez Tatera
kempi, T. guineae et Taterillus gracilis gracilis dans certaines localités de Cote d’ivoire
(Hunkeler, 1974) et pour la premiére fois au Sénégal chez Tatera gambiana (Ba, 1995),

actuellement déenommeée Gerbilluscus gambianus (Duplantier & Granjon, 2009).
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I1. 6. Taeniarhynchus saginatus (syn. Taenia saginata)
a. Hote : Homo sapiens

b. site de récolte : Dakar

c. Localisation du parasite dans I’h6te : intestin

d. Position systématique :

Embranchement : Plathelminthes

Classe : Cestodes

Ordre : Cyclophyllidea Braun, 1900

Famille : Taeniidae Ludwig, 1886

Genre : Taeniarhynchus Weinland, 1858

Espéce : Taeniarhynchus saginatus (Goeze, 1782) Weinland, 1858
e. Cycle de développement

Le cycle est hétéroxene et comprend deux hétes : le Beeuf qui est I’héte intermédiaire et
I’Homme qui est I’héte définitif. 1l débute par I’élimination des ceufs avec les feces de
I’homme dans le milieu extérieur. Ces ceufs se retrouvent chez le beeuf qui mange de la
végétation souillée par ces ceufs. Dans le beeuf, les larves hexacanthes sont libérees et se
développent en larves cysticerques au niveau des muscles. L’homme se contamine en
mangeant de la viande de bceuf insuffisamment cuite. Apres ingestion les larves cysticerques
sont libérées dans I’intestin gréle de I’homme ou elles débutent leur maturation pour atteindre

le stade adulte et produire de nouveaux ceufs.

18



Scolex
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Hote . > o Proglottis gravides

définitif

Ver dans
intestin (Eufs dans les féces de
de I’héte I'hote deéfinitif

definitif

Végétation
Larves "
contaminée par les

cysticergues
¥ q oeufs

enkystées dans les
muscles Hote intermédiaire

Figure 8: Cycle de développement de Taeniarhynchus saginatus
(source : www.desktopclass.com/education/)

f. Biogéographie

Taeniarhynchus saginatus est cosmopolite et parasite strictement I’homme.

19



Les Bothriocephalidea
I1. 7. Bothriocephalus claviceps

a. Hote : Anguilla anguilla Linnaeus, 1758 (Anguilliforme, Anguillidae) (Fig. 9)

g +-.'f'l"‘a o w PR S ™ v ] ".':.""

Figure 9 : Anguilla nguiIIa (Source : http : //wWw.eoI.org)
b. site de capture : Etang de Biguglia en Corse
c. Localisation du parasite dans I’h6te : intestin
d. Position systématique :
Embranchement : Plathelminthes
Classe : Cestodes
Ordre : Bothriocephalidea Kuchta, 2008a
Famille : Bothriocephalidae Blanchard, 1849
Genre : Bothriocephalus Rudolphi, 1808

Bothriocephalus claviceps (Goeze, 1782), Rudolphi, 1810
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e. Cycle de développement

Le cycle a été étudié expérimentalement par Scholz (1997). Cet auteur a démontré que le
parasite peut boucler son cycle de développement au bout de quatre mois a une température
comprise entre 22 et 24°C. Il debute par I’élimination des ceufs dans I’eau. Ces derniers
terminent leur développement embryonnaire en deux jours a cette température. Ils éclosent et
libérent une larve coracidium qui nage continuellement pendant quelques jours grace a son
embryophore ciliée. Une fois ingérée par un copépode tel que Macrocyclops albus, M. fucus,
Megacyclops viridis, Cyclops strenuus ou C.vicinus, elle se transforme en larve procercoide
dans I’hémocoele du copépode au bout de 8 a 12 jours. Quand le copépode est consommeé par
I’anguille (héte definitif), la larve procercoide est libérée dans I’intestin ou elle ne devient
adulte que trois mois plus tard. Les perches (Perca fluviatilis) et les guppies (Poecilia
reticulata) peuvent servir d’hotes intermédiaires paraténiques.

D
4
&

Hote intermédiaire
(paraténique)
Perches ou Guppies

Hote définitif
Anguille
(Adulte)

Hote
intermédiaire (coraC|d|um)
copépode dans I’eau

procercoide

Figure 10: Cycle de développement de Bothriocephalus claviceps
(d'apres Scholz, 1997)



f. Biogéographie

Bothriocephalus claviceps est cosmopolite. Il a été signalé en Europe, Afrique du Nord et en
Amérique du Nord.

11. 8. Bothriocotyle sp.

a. Hote : Les espéces Bothriocotyle sp., Glossobothrium nipponicum, Glossobothrium sp.1 et
Glossobothrium sp. 2 et ont été récoltées dans le méme hote, Schedophilus velaini Sauvage,
1879 (Perciformes, Centrolophidae) (Fig. 11)

Figure 11 : Schedophilus velaini

b. Site de capture de I’hdte : Plage de Hann de Dakar
c. Localisation du parasite dans I’intestin : intestin

d. Position systématique

Embranchement : Plathelminthes

Classe : Cestodes

Ordre : Bothriocephalidea Kuchta, 2008a

Famille : Bothriocephalidae Blanchard, 1849

Genre : Bothriocotyle Ariola, 1900

Bothriocotyle sp.
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e. Cycle de développement

Le cycle n’est pas connu mais on sait que les bothriocephalides ont en général, un cycle qui
comprend un ou deux hotes intermédiaires qui peuvent étre des crustaces ou de petits poissons
(Scholz, 1997).

f. Biogéographie

Bothriocotyle sp. est une espéce nouvelle du genre Bothriocotyle. En effet ce genre renferme
actuellement une seule espéce, Bothriocotyle solinosomum qui est I’espece type. Celle-ci a été
signalée dans I’océan pacifique, la méditerranée et I’océan atlantique (en France). Nous
signalons pour la premiere fois la présence de ce genre en Afrique et dans un nouvel héte,

Schedophilus velaini.

I1. 9. Glossobothrium nipponicum

a. Hote : Schedophilus velaini (Fig. 11)

b. Site de capture de I’hote : Plage de Hann de Dakar
c. Localisation du parasite dans I’intestin : intestin
d. Position systématique :

Embranchement : Plathelminthes

Classe : Cestodes

Ordre : Bothriocephalidea Kuchta, 2008a

Famille : Triaenophoridae Lonnberg, 1889

Genre : Glossobothrium Yamaguti, 1952
Glossobothrium nipponicum Yamaguti, 1952

e. Cycle de développement

Le cycle n’est pas connu.
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f. Biogeographie

Le genre Glossobothrium renferme également une seule espece qui est I’espéce type du genre
: Glossobothrium nipponicum. Elle a été signalée pour la premiére fois dans les océans indien
et pacifique par Yamaguti, 1952 puis par d’autres auteurs au Japon et en Hawai. Nous
signalons pour la premiere fois la présence de ce genre en océan atlantique (Afrique) et dans

un nouvel hote, Schedophilus velaini.

I1. 10. Glossobothrium sp. 1

a. Hote : Schedophilus velaini (Fig. 11)

b. Site de capture de I’hote : Plage de Hann de Dakar
c. Localisation du parasite dans I’intestin : intestin
d. Position systématique :

Embranchement : Plathelminthes

Classe : Cestodes

Ordre : Bothriocephalidea Kuchta, 2008a

Famille : Triaenophoridae Lonnberg, 1889

Genre : Glossobothrium Yamaguti, 1952
Glossobothrium sp.1

e. Cycle de développement

Le cycle n’est pas connu

f. Biogeographie

Glossobothrium sp.1 est une espéce nouvelle du genre récoltée chez Schedophilus velaini et

signalée pour la premiéere fois au Sénégal.
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I1. 11. Glossobothrium sp. 2

a. Hote : Schedophilus velaini (Fig. 11)

b. Site de capture de I’hote : Plage de Hann de Dakar
c. Localisation du parasite dans I’intestin : intestin
d. Position systématique :

Embranchement : Plathelminthes

Classe : Cestodes

Ordre : Bothriocephalidea Kuchta, 2008a

Famille : Triaenophoridae Lonnberg, 1889

Genre : Glossobothrium Yamaguti, 1952
Glossobothrium sp. 2

e. Cycle de développement

Le cycle n’est pas connu.

f. Biogeographie

Glossobothrium sp. 2 est une espece nouvelle du genre récoltée chez Schedophilus velaini et

signalée pour la premiéere fois au Sénégal.
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CHAPITRE 11

ETUDE MORPHO-ANATOMIQUE DE QUELQUES CYCLOPHYLLIDEAET
BOTHRIOCEPHALIDEA

l. INTRODUCTION

Dans ce travail nous avons éetudié quatre Cyclophyllidea : un Anoplocephalidae (Sudarikovina
taerae) un Davaineidae (Raillietina (Raillietina) baeri), un Dilepididae (Anomotaenia quelea)
et un Hymenolepididae (Echinocotyle dolosa) et quatre Bothriocephalidea : wun
Echinophallidae (Bothriocotyle sp.) et trois Triaenophoridae (Glossobothrium nipponicum,

Glossobothrium sp. 1 et Glossobothrium sp. 2).

Les Cyclophyllidea sont caracterisés par la présence d’un scolex muni de quatre ventouses
épineuses ou inermes. En outre, ils présentent ou non un rostre inerme ou armé de crochets
dont le nombre, la forme et la disposition varient selon les espéces et constituent ainsi des
outils taxonomiques importants. Les testicules sont en général nombreux mais peuvent étre
réduits en une seule glande male. L’ovaire est le plus souvent compact et situé dans la moitié
postérieure de I’anneau. L’utérus peut étre sacciforme, réticulé ou tubulaire, fragmenté en
capsules oviferes ou réduit en un seul organe parutérin. Les ceufs contiennent un embryon au
moment de la ponte. L’ordre des Cyclophyllidea compte a lui seul plus de la moitié des
especes de cestodes connus soit environ 3000 espéces appartenant a 18 familles dont les
Anoplocephalidae, les Davaineidae, les Dilepididae, les Hymenolepididae (Khalil et al,.
1994).

Les Anoplocephalidae présentent un scolex inerme, dépourvu de rostre. Par contre les
Davaineidae ont un scolex muni d’un rostre armé d’une a deux rangées de crochets en forme

de marteau et des ventouses inermes ou épineuses.

Les Dilepididae ont un rostre armé de crochets en forme d’épine de rosier et des ventouses

inermes.

Les Hymenolepididae sont caractérisés par la présence d’un rostre armé (ou non) d’une seule

couronne de crochets fourchus ou falciformes et de ventouses inermes ou épineuses
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Les Bothriocephalidea sont actuellement répartis en 46 genres appartenant a quatre familles :
les Bothriocephalidae, les Echinophallidae, les Triaenophoridae et les Philobythiidae. 1ls sont
essentiellement parasites des poissons Téléostéens et des tortues marines. Du point de vue
morphologique, ils sont caractérisés par la présence d’un scolex muni de deux
pseudobothridies plus ou moins fortement développées et exceptionnellement armées de
crochets. Les pores génitaux sont marginaux (Triaenophoridae et Philobythiidae),
submarginaux (Echinophallidae) ou médians (Bothriocephalidae). Les testicules, en général
tres nombreux, sont situés en avant et en arriere des glandes sexuelles femelles. L’ovaire
souvent lobé se trouve dans la moitié postérieure des proglottis. Les glandes vitellogenes sont
situées dans le parenchyme cortical, rarement dans le parenchyme médullaire : elles entourent
les glandes génitales. L’ utérus est le plus souvent tubulaire rarement sacciforme. Les ceufs
sont le plus souvent operculés et ne contiennent pas d’embryon au moment de la ponte,

rarement ils ne sont pas operculés et contiennent un embryon (Kuchta et al. 2008a).
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1. MATERIEL ET METHODES

I1. 1. Matériel

Nous nous sommes intéresses a I’étude morpho-anatomique de huit espéeces de Cestodes :

guatre Cyclophyllidea et quatre Bothriocephalidea (Tableau I11).

Tableau 111 : Lieux de récolte et hotes des cestodes étudiés.

(P) : Paisson; (O) : Oiseau; (R) : Rongeur

Ordres Familles Parasites Hotes ngux de
récolte
Anoplocephalidae Sudarikovina taterae g;;g!:}t??;)
g Niayes de Dakar
Cyclophyllidea Davaineidae Raillietina Raillietina Mastomys
baeri erythroleucus (R)
Dilepididae Anomotaenia quelea Quelea quelea

Hymenolepididae

Echinocotyle dolosa

(0)

Nord Sénégal

Bothriocephalidae

Echinophallidae

Bothriocotyle sp.

Triaenophoridae

Glossobothrium
nipponicum

Glossobothrium sp.1

Glossobothrium sp. 2

Schedophilus
velainii (P)

Plage de Hann
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11.2. Méthodes

Nous présentons la méthodologie utilisée en microscopie photonique et électronique a

balayage.
11.2.1. Microscopie photonique

Les cestodes ont été récoltés dans I’intestin gréle de leurs hoétes. Ils ont été maintenus vivants
dans du sérum physiologique, puis triés et fixés. Pour chaque espéce, nous avons isolé avant
la fixation le scolex que nous avons placé dans de la gomme au chloral qui le digére en

laissant intact son armature. Ceci nous a permis de voir si le scolex était ou non arme.

Pour la fixation, nous avons utilisé du formol a 10% chaud ou froid. Les vers de petite taille
étaient plongés directement dans le formol bouillant ou ils s’étalaient d’eux-mémes. Par
contre pour ceux de grande taille, ils étaient etalés avec un pinceau imbibé de formol a 10%
froid, puis coupés en fragments de 3 a 6 cm de longueur. Au bout de 24 h environ, ils étaient
transférés dans de I’alcool a 70° pour leur conservation. Apres leur fixation les cestodes ont
été décalcifiés dans un bain composé a volume égal d’eau et d’acide acétique pendant environ
24 heures. Apres hydratation pendant une heure sous un filet d’eau, ils ont été colorés au
carmin chlorhydrique alcoolique (15 minutes a 1 heure), différenciés dans une solution
d’alcool éthylique a 95% additionnée de 0,5% d’acide chlorhydrique (5 a 20 minutes),
déshydratés par de I’alcool éthylique et du toluéne (15 minutes), éclaircis par de I’essence de
girofle puis montés dans du baume de canada entre lames et lamelles. Les lames, sechées a
I’étuve a 65°C pendant 2 & 4 jours, ont été examinées a la chambre claire du microscope
photonique NIKON FX-I1 ou des dessins et des photos ont été realisés.

11.2.2. Microscopie électronique a balayage

Pour cette étude nous avons observé les scolex (rostre et ventouses), les pores genitaux, le

tégument, les cirres et les ceufs en raison de I’importance taxonomique de leurs caractéres.

Pour chaque ver, les parties concernées par la microscopie électronique a balayage ont été
d’abord nettoyées au pinceau dans du sérum physiologique sous la loupe binoculaire puis
fixées pendant 24 heures a 4°C, dans du glutaraldéhyde a 2,5% tamponné par une solution de
cacodylate de sodium 0,1M a pH 7,2. Le matériel a été ensuite déshydraté par I’éthanol et par
passage au point critique, puis monté sur des supports métalliques avant d’étre recouvert

d’une pellicule d’or par la méthode du sputterring et observeé au microscope électronique a
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balayage du Service d’Etude et de Recherche en microscopie électronique de I’Université

Pascal Paoli de Corse (France).
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I11. RESULTATS

I11.1. Anomotaenia quelea (Fig. 12)

Le ver adulte d’Anomotaenia quelea mesure 2 a 3 cm de long. Le scolex mesure environ 420
pum de diametre. 1l porte quatre ventouses a ouverture circulaire de 100 a 160 pum de diametre
ainsi qu’un rostre rétractile (Fig.12 A-B). Ce dernier, long de 95 um, est armé de 24 crochets
falciformes de taille inégale, disposés sur deux couronnes. Ceux de la premiére couronne
mesurent 50 a 60 um tandis que ceux de la deuxieme couronne mesurent 55 a 70 pum de long.
Chaque crochet (Fig. 12C) posséde un manche, une courte garde et une lame presque aussi

longue que le manche.

Dans chaque proglottis madr (Fig. 12D), les testicules au nombre de 15 a 30 sont répartis dans
la moitié postérieure du proglottis et mesurent 20 a 40 um de diametre. L’ovaire et la glande
vitellogene sont médians et disposés dans la moitié antérieure des proglottis. Le vagin est
postérieur a la poche du cirre, il se dilate dans sa partie proximale en un petit réceptacle

séminal situe entre I’ovaire et la glande vitellogene.

Dans les proglottis gravides, I’utérus est sacciforme et contient de nombreux ceufs ovoides
mesurant 60 a 95 pm de diametre. Leur embryophore est ovale et contient une larve

hexacanthe munie de six crochets : deux paires latérales et une paire centrale (Fig. 12E).
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Figure 12 : Morphologie d’Anomotaenia quelea.

A. Scolex au microscope électronique a balayage. (x480) B. Scolex au microscope photonique
(C = Crochet ; R = Rostre ; V = Ventouse) (x165). C. Morphologie d’un crochet (G = Garde ;
L = Lame ; M = Manche) (x870). D. Anneau mdr (Gv = Glande vitellogéne ; Pc = Poche du
cirre ; Rs = Récéptacle séminal ; S = Spermiducte ; T = Testicule ; V = Vagin). Echelle =
0,05mm. E. = Euf (C= Crochet ; E = Embryophore) (x270) (B4, 2000).
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111.2. Echinocotyle dolosa (Figs. 13 et 14)

Le ver adulte d’E. dolosa mesure 2 a 3,5 cm de long et 0,7 a 1 mm de large. Son scolex (Fig.
13A) porte un rostre rétractile muni de crochets et des ventouses, de forme ovalaire qui
présentent des épines sur leur fond et sur leur bordure. Le rostre est armé de 10 crochets

claviformes (Fig. 13A). Les proglottis sont craspédotes et les pores génitaux unilatéraux.

Les testicules, au nombre de trois, sont disposés en ligne sur la bordure postérieure des
proglottis (Fig. 13B). L’ovaire est compact et transversalement allongé au milieu des
proglottis et la glande vitellogéne est arrondie et postérieure a I’ovaire ((Fig. 13C). La poche
du cirre est trés grande et contient une vésicule séminale interne. La vésicule séminale externe

est de forme ovalaire (Fig. 13D)

Le cirre (Fig. 13D et F) est inerme et muni d’un stylet copulateur. L atrium génital (Fig. 13F
et Fig. 14A) est entouré d’épines disposées sur deux rangees. Le sac accessoire (Fig. 13F et

Fig. 14B) est intérieurement garni d’épines et est capable de s’évaginer (Fig. 14C).

Dans les proglottis gravides (Fig. 13E), I’utérus est sacciforme et contient de nombreux ceufs
ovoides (Fig. 13G).
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Figure 13 : Morphologie d'Echinocotyle dolosa.

A : Scolex en vue latérale (C = crochet rostral ; E = épines ventousaires ; V = Ventouse.
(x420). B : Anneaux jeunes (T = Testicule). (x40). C : Anneaux moyens. D : Détail d’un
anneau mature (A = Atrium génital ; C = Cirre ; E = épine atriale ; Gv = Glande vitellogéne ;
Ov = Ovaire ; Pc = Poche du cirre ; St = Stylet ; Sa = Sac accessoire ; T = Testicule ; Vsi =
Vésicule séminale interne ; Vse = Veésicule séminale externe). Echelle = 0,2mm. E : Anneaux
gravides. (oe = ceuf). (x60). F : Détail de I’atrium génital. (x660). G : Eufs (E =
Embryophore). (x660). (B&, 2000)
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Figure 14 : Aspect du cirre, de I'atrium génital et du sac accessoire d’Echinocotyle dolosa au
microscope électronique a balayage

A : Atrium génital (C = Cirre ; E = épines atriales) (x6200). B : Sac accessoire invaginé et
stylet copulateur. (x1400). C : Sac accessoire évaginé (E = Epine). (x4700) (B&, 2000)
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111.3 Raillietina (Raillietina) baeri (Fig. 15)

Le strobile peut atteindre environ 25 cm de long. Le scolex (Fig. 15A) mesure 250 a 300 um
de large. 1l porte quatre ventouses a ouverture arrondie mesurant 90 a 95 um de diamétre et un
rostre rétractile, armé d’une seule rangée de crochets (50 a 72) (Fig. 15B). Ces derniers sont

en forme de marteau et mesurent 13 a 15 pum de long (Fig. 15D).

L’intérieur des ventouses présente de nombreux filaments de microtriches formant par
endroits des touffes (Fig. 15C).

Dans les anneaux mirs (Fig. 15E), les testicules (30 a 35) arrondis, de 35 a 50 um de
diametre, sont répartis en deux champs : un champ poral plus réduit ou les testicules sont
disposés sous les conduits génitaux (vagin et spermiducte) et un champ antiporal ou ils sont

plus nombreux.

L’ovaire est médian et divisé en deux lobes principaux par le vagin qui se termine par un petit

réceptacle séminal.
La glande vitellogéne est compacte et en position postérieure.

Dans les anneaux gravides (Fig. 15F), I’utérus est fragmenté en plusieurs capsules oviféres

(50 a 70) contenant chacun de nombreux ceufs.
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Figure 15 : Morphologie de Raillietina Raillietina baeri.

A : Scolex (R = Rostre ; V = Ventouse) (x380) B : Microtriches de I’intérieur des
ventouses (x11 000) C : Couronne de crochets (x1650). D : Détail d’un crochet Echelle
= 0,01lmm E : Anneau mature (Cd = canal dorsal ; Cv = Canal ventral ; Gv = Glande
vitellogéne ; Ov = Ovaire ; Pc = Poche du cirre; R = Réceptacle séminal ; S =
Spermiducte ; V = Vagin) Echelle = 0,15mm F : Anneau gravide (Co = Capsule
ovifére ; Oe = Euf) Echelle = 0,3 mm (B4, 1995)
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I11.4. Sudarikovina taterae (Fig. 16)

Le scolex de S. taterae est inerme (Fig. 16A). Il mesure environ 250 um de diametre, porte
quatre ventouses rondes a ovalaires et présente une excroissance apicale tres marquée. (Fig.
16B). Le tégument du scolex et du strobile porte de courts filaments de microtriches (Fig.
16B) Les proglottis sont craspédotes. Les pores génitaux sont unilatéraux et s’ouvrent au

milieu du bord latéral des proglottis (Fig. 16C).

Dans les anneaux mirs (Fig. 16C), les testicules au nombre de 14 a 20 sont arrondis ou
ovalaires et mesurent 90 a 110 um de diametre. Ils sont disposés en arriere et sur les cotés du
complexe ovaro-vitellogénique. Le spermiducte est dilaté en deux vésicules séminales, interne
et externe. Le vagin se termine par un réceptacle séminal tres développé. L’ovaire et la glande
vitellogene sont trés lobés et en position médiane. Dans les anneaux gravides, I’utérus tres
réticulé, contient de nombreux ceufs (Fig. 16E). Ces derniers mesurent 43 a 47 um de long et
35 a 40 um de large. Leur embryophore, tres grand, est ovale et contient une minuscule

oncosphere. Il ya une paroi entre I’embryophore et I’oncosphére (Fig. 16D).
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Figure 16 : Morphologie de Sudarikovina tatera

Fig : 16. Morphologie de Sudarikovina taterae. A : Scolex (Ea = Excroissance apicale ; V =
Ventouse) (x400) B : Microtriches de I’excroissance apicale (M = Microtriche) (x4000). C :
Anneau mature (Gv = Glande vitéllogéne ; Ov = Ovaire ; R = Réceptacle séminale ; Vse =
Vésicule séminale externe ; Vsi = Vésicule séminale interne; T = Testicule) Echelle =
0,2mm. D : Anneau gravide (Oe = CEuf; U = Utérus) Echelle = 0,2 mm. E : Morphologie
d’un ceuf (C = Crochet ; E= Embryophore) Echelle = 0,1mm. (B&, 1995).
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I11.5. Botriocotyle sp. (Figs. 17-19)

C’est un ver long de 50 cm. Les bords du strobile sont enroulés vers la face ventrale de sorte
que ce dernier parait parfois cylindrique. Le scolex (Figs. 17 A-B) mesure 1 a 1,5 mm de long
et 700 a 800 um de large. Il porte deux bothridies et un disque apical nettement visible. Ce
dernier est capable de s’évaginer (Fig. 17A) ou s’invaginer (Fig. 17B et 17E). Chaque
bothridie apparait sous forme de deux lobes séparés par une incision médiane (Fig. 17B).
Dans le prolongement des bothridies, on note la présence d’une structure en forme de
ventouse (Fig. 17C-D). Le tégument du scolex (Fig. 17E) est tapissé de deux types de
microtriches : des microtriches capilliformes filitriches (filiformes) et des microtriches
coniformes spinitriches (spiniformes) dont la base est large de 0,4 um (Fig. 17F). Le cou est
absent, les proglottis apparaissent immédiatement apres le scolex. Les pores génitaux sont
sublatéraux et irrégulierement alternes (Fig. 18A). Dans les anneaux matures, le vagin est
tubulaire et postérieur a la poche du cirre, les testicules sont médullaires et disposés en un seul
champ, I’ovaire est lobé et poral (Fig. 18B). L’utérus est tubulaire dans les anneaux
immatures et matures (Fig. 18A-B). Dans les anneaux gravides, il devient ovale et rempli
d’ceufs et se situe dans la partie antérieure des anneaux (Fig. 18C). La poche du cirre est trés
musclée, elle est cylindrique et sa partie proximale est renflée. Le cirre (Fig. 19A) présente
une portion armée de crochets qui est capable de s’évaginer et s’invaginer (Fig. 19B). Le
tégument du strobile (Fig. 19C) est tapisse de microtriches de type coniforme spinitriche. Les
ceufs (Fig. 19D) sont de forme ovalaire et mesurent 40 & 60 um de long et 30 & 40 um de
large. lls sont operculés et non embryonnés (Fig. 19E). Le cOté opposé a I’opercule présente
une structure en forme de bouton (Fig. 19F). Leur surface, observée au microscope a balayage

n’est pas lisse.
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Figure 17 : Microscopie électronique & balayage du scolex de Bothriocotyle sp.

A : Scolex ou le disque apical est évaginé. Echelle = 1mm. B : Autre scolex ou le disque
apical est invaginé (B = Bothridie). Echelle = 500um. C : Scolex en vue latérale montrant la
structure en forme de ventouse située dans le prolongement de la bothridie. Echelle = 500um.
D : Détail de cette structure. Echelle = 250um. E : Scolex en vue apicale dont le disque apical
est invaginé (Da = Disque apical) Echelle = 60um. F : Détail des microtriches du tégument du
scolex. Echelle = 2,5um.
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Figure 18 : Morphologie de Bothriocotyle sp.

A : Anneau immature. (x20). B : Anneau mature. (x40). C : Anneau gravide (O = Ovaire ; Oe
= (Euf ; Pc = Poche du cirre ; O = Ovaire). (x50). D : Autre anneau gravide. (x50).
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Figure 19 : Strobile, cirre et oeuf de Bothriocotyle sp. au microscope électronique a balayage.

A : Anneaux avec cirre évaginé. Echelle = 200um. B : Détail du cirre (C = Crochet). Echelle
= 5um. C : Microtriches du tégument du strobile. Echelle = 2um. D : Euf en entier. Echelle =
20um. E : Détail de I’opercule. Echelle = 5um. F : C6té opposé a I’opercule. Echelle = 5um.
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111.6. Glossobothrium nipponicum (Fig. 20-22)

Le scolex comporte une partie allongée qui se termine par un disque apical et une partie
basale. Cette derniere comprend deux bothridies munies chacune d’une excroissance
linguiforme (Fig. 20A) pouvant se rabattre sur I’ouverture bothridiale (Fig. 20B). Au niveau
du disque apical (Fig. 20C), le tégument présente des récepteurs sensoriels qui peuvent
s’évaginer ou s’invaginer. S’ils sont complétement invaginés, ils laissent apparaitre des
orifices (Fig. 20E). Au niveau de la partie allongée (Fig. 20D), le tégument présente en plus
des récepteurs sensoriels, de nombreuses rangées de fines microtriches (Fig. 20F). 1l en est de
méme pour celui des bothridies (Fig. 21A-B). L’excroissance linguiforme (Fig. 21C) présente
sur sa face antérieure de nombreuses papilles sensorielles (Fig. 21D). Les proglottis (Fig.
21E) sont plus larges que longs, leur tégument est recouvert de microtriches (Fig. 21F). Le
cirre trés long et filiforme s’ouvre dans la moitié postérieure des proglottis (Fig. 21E). Il peut
présenter a son extremité des sortes de filaments rigides qui peuvent s’évaginer ou s’invaginer

(Fig. 21G). Les ceufs (Fig. 22A-B) sont ovoides et operculés.
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Figure 20 : Scolex de Glossobothrium nipponicum au microscope électronique a balayage

A : Scolex ou les languettes sont dépliées. Echelle = 500 um. B. Autre scolex ou les
languettes sont repliées sur I’ouverture bothridiale. Echelle = 500um. C : Disque apical.
Echelle = 50um. D : Partie allongée du scolex. Echelle = 5um. E : Détail du tégument du
disque apical. Echelle = 10um. F : Détail du tégument de la partie allongée. Echelle = 5um.
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Figure 21 : Bothridie, strobile et cirre de Glossobothrium nipponicum au microscope
électronique a balayage

A : Bothridie. Echelle = 250um. B : Détail du tégument de la bothridie. Echelle = 15um. C :
Excroissance linguiforme. Echelle = 20um. D : Détail des papilles sensorielles. Echelle =
5um. E : Anneaux avec cirres. Echelle =1mm. F : Détail du Tégument du strobile. Echelle =
5um. G : Extrémité du cirre. Echelle = 5um.
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Figure 22 : Oeuf de Glossobothrium nipponicum au microscope électronique a balayage

A : Euf en entier. Echelle = 10um. B : Detail de I’opercule. Echelle = 2um. Op = Opercule.
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111.7. Glossobothrium sp. 1 (Figs. 23-24)

Le scolex (Figs. 23A et 24A) est allongé, muni d’un disque apical inerme et porte deux
bothridies. Chaque bothridie porte a sa base une excroissance linguiforme (Figs. 23A et 24
A), tapissée sur sa face antérieure de papilles sensorielles capables de s’évaginer ou de
s’invaginer (Figs. 24B et 24D). Les proglottis sont faiblement craspédotes et linéaires. 1ls sont
plus longs que larges (Fig. 24C). Les pores génitaux sont marginaux et irrégulierement

alternés. Ils s’ouvrent dans la moitié postérieure du bord latéral des proglottis (Fig. 23B-C).

Dans chaque proglottis mdr, les testicules au nombre de 70 a 100 testicules sont répartis en
deux bandes latérales continues d’un proglottis a un autre tout le long du strobile (Fig. 23C.).
La poche du cirre mesure 600 a 800 um de long et 220 & 250 um de large (Fig. 23C). Le cirre
est trés long et enroulé en spirale a I’intérieur de la poche (Fig. 23C). Au microscope
électronique a balayage, son tégument est tapissé de petits pores et dépourvu de microtriches.
(Fig. 24F).

L’ovaire est entier et situé dans le tiers postérieur des proglottis (Fig. 23B). Le vagin est un
long tube contourné situé en arriére de la poche du cirre et au milieu des proglottis. Sa partie
proximale forme un renflement musculaire fusiforme (Fig. 23C). Les vitellogénes sont
folliculaires et réparties sur toute la largeur des proglottis : elles sont corticales et médullaires.
L’utérus apparait sous la forme d’un simple tube rempli d’ceufs qui s’élargit dans la partie
antérieure du proglottis (Fig. 23C).
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Figure 23 : Morphologie de Glossobothrium sp. 1

A : Scolex. (x40). B : Anneau mature. (x50). C : Anneau semi-gravide. (x50).
B = Bothridie ; Da = Disque apical ; L = Languette ; O = Ovaire ; Pc = Poche du cirre ; T =
Testicule.
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Figure 24 : Glossobothrium sp. 1 au Microscope électronique a balayage

A : Scolex. Echelle = 250um. B : Excroissance linguiforme des bothridies. Echelle = 50um. C
: Portion de strobile avec cirre évaginé. Echelle = 250um. D : Détail des papilles sensorielles.
Echelle = 5um. E : Cirre agrandi. Echelle = 20um. F : Détail du tégument du cirre tapissé de
nombreux pores. Echelle = 5um. B = Botridie ; L= Languette
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111.8. Glossobothrium sp. 2 (Fig. 25-28)

Le scolex mesure 1,3 & 1,5 mm de long et 0,2 a 0,3 mm de large, il est muni d’un disque
apical et porte & sa base deux bothridies portant chacune une excroissance linguiforme (Fig.
25A). Le tégument du disque apical est tapissé de récepteurs sensoriels et est dépourvu de
microtriches (Fig. 25B-C) tandis que celui du reste du scolex est tapissé de microtriches et de
tumuli (Fig. 25D-E). L’ excroissance linguiforme est tapissée sur sa face supérieure de papilles

sensorielles (Figs. 26A-B).

Les proglottis (Fig. 26C) sont plus longs que larges. Leur tégument (Fig. 26D) est tapissé par
des microtriches tres fines. Le cirre est fortement enroulé a sa base et s’ouvre au milieu du
bord latéral du proglottis (Fig. 26C). Il est recouvert de deux types de microtriches (Fig. 27).
Les ceufs (Fig. 28) sont operculés et leur tégument ornementé. Le coté opposé a I’opercule

présente une sorte de petite languette (Fig. 28B).
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Figure 25 : Scolex de Glossobothrium sp. 2 au microscope électronique a balayage

A : Scolex. (B = Bothridie ; Da = Disque apical ; L = Languette). Echelle = 500um. B :
Disque apical. Echelle = 50um. C : Détail du tegument du disque apical. Echelle = 5um. D :

Microtriches de la base du scolex. Echelle = 5um. E : Microtriches et tumuli du tégument du
milieu du scolex. Echelle = 10pum.
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Figure 26 : Bothridie et strobile de Glossobothrium sp. 2 au microscope électronique a
balayage

A : Bothridie et languette. Echelle =100um. B : Detail des papilles sensorielles Echelle =
5um. C : Portion de strobile Echelle = 500um. D : Tégument du strobile. Echelle = 5pum.
C = Cirre ; Pu = Pore utérin.

53



Figure 27 : Aspect du cirre de Glossobothrium sp. 2 au microscope électronique a balayage

A : Extrémité du cirre. Echelle = 10um. B : Détail des microtriches de I’extrémité du cirre.
Echelle = 5um. C : Partie basale du cirre. Echelle = 50um. D : Détail des microtriches de la
partie basale du cirre. Echelle = 10pum.
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Figuré 28 : Oeuf de Glossoothrium Sp. 2 au microscope électroniqe a balayage

®

A : ceuf en entier. Echelle = 15um. B : Pdle opposé a I’opercule. Echelle =2 um. C:
Opercule. Echelle = 5um.
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IV. DISCUSSION

Elle porte essentiellement sur les Bothriocephalidea, Bothriocotyle sp., Glossobothrium
nipponicum, Glossobothrium sp. 1 et Glossobothrium sp. 2. En effet, Echinocotyle dolosa,
Anomotaenia quelea, Raillietina (R) baeri et Sudarikovina taterae ont déja fait I’objet d’une
étude détaillée aux microscopes photonique et éléctronique a balayage dans des précédents
mémoires (B&, 1995 ; 2000).

Le genre Bothriocotyle (Ariola, 1900) est parasite des Poissons Centrolophidae (Khalil et al.,
1994). 1l est caractérisé par la présence d’un scolex inerme, de forme ovoide, muni d’un
disque apical, d’un strobile constitué de nombreux proglottis dont les bords sont enroulés
latéralement. Les pores génitaux sont submarginaux. Les testicules sont répartis en deux
champs. L’ovaire est bilobé et en position porale. L’utérus tubulaire s’élargit dans les anneaux
gravides. La poche du cirre et le vagin s’ouvrent dans un atrium commun entouré d’un
sphincter. Les ceufs sont operculés et non embryonnés. Notre matériel est donc conforme a
cette description.

Le genre Bothriocotyle renferme actuellement une seule espece, Bothriocotyle solenosomum
(Ariola, 1900), décrite pour la premiere fois chez Centrolophus pompilus (Ariola, 1900)
devenue Centrolophus niger puis, redrécrite par Kuchta et al. (2008b) chez le méme hote.
Notre matériel, par la forme de son scolex, la présence d’une structure en forme de ventouse
au milieu du scolex et de deux types de microtriches sur le tégument du scolex, se distingue
nettement de B. solenosomum. Nous pensons donc qu’il s’agit d’une nouvelle espece que nous
dénommons Bothriocotyle velaini, en référence a I’héte. De plus, nous mettons en évidence
pour la premiére fois la présence de ce genre en Afrique et dans un nouvel hote, Schedophilus
velaini (Tableau 1V).

Tableau 1V : Hotes et localités des cestodes du genre Bothriocotyle

Cestodes Hotes Localités Références
] ) Japon Ariola, 1900
Bothriocotyle solenosomum | Centrolophus niger i
Russie Kuchta et al., 2008b
Bothriocotyle sp. Schedophilus velaini Séneégal Présent travail
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Le genre Glossobothrium (Yamaguti, 1952) est également parasite des poissons
Centrolophidae. Il est caractérisé par la présence d’un scolex allongé inerme, muni d’un
disque apical et de deux bothridies portant chacune au niveau de sa bordure postérieure une
excroissance linguiforme. Le cou est absent, les anneaux sont plus larges que longs, les
testicules sont répartis en deux champs, I’ovaire est allongé et situé prés de la bordure
postérieure des anneaux. La poche du cirre est large et pyriforme. Le cirre est tres long et

recouvert de fines microtriches. Nos spécimens sont donc conformes a cette description.

Le genre Glossobothrium renferme actuellement une seule espece Glossobothrium
nipponicum, décrite pour la premiére fois par Yamaguti en 1952 dans le poisson, Psenopsis
anomala. Par la suite, elle a été redrécrite par Gulyaev & Korotaeva en 1980 chez le poisson,
Seriolla brama. Ces deux descriptions ont été basées uniquement sur la microscopie
photonique. Dans ce travail, nous I’avons étudiée pour la premiére fois au microscope
électronique a balayage. Ce qui nous a permis de mettre en évidence chez cette espéce de
nouveaux caractéres morphologiques a savoir : la présence de papilles sensorielles sur la face
supérieure de I’excroissance linguiforme des bothridies et de fines rangées de microtriches sur
le tégument du scolex, a I’exception de celui du disque apical. Le cirre, également observé
pour la premiere fois au microscope a balayage, est recouvert de fines microtriches et présente
a son extremité des sortes de filaments rigides capables de s’évaginer ou de s’invaginer. Ces
structures sont observées pour la premiére fois au niveau du cirre des cestodes. Les ceufs,
également observés pour la premiere fois au microscope électronique a balayage, sont
operculés et leur tégument n’est pas lisse. Nous signalons également, pour la premiére fois, la
présence de cette espece chez Schedophilus velaini (nouvel hoéte) et du genre Glossobothrium
en Afrique (Tableau V).

57



Tableau V : Hotes et localités des cestodes du genre Glossobothrium

Cestodes Hétes Localités Références
Psenopsis anomala Oceans_lpdlen Yamaguti, 1952
et pacifique
Hyperoglyphe japonica Japon Ichihara, 1974
Glossobothrium
nipponicum Seriolella brama Hawai Gulyaev & Korotaeva, 1980
Schedophilus velaini Sénégal Présent travail
Glossobothrium sp. 1
Glossobothrium sp. 2 Schedophilus velaini Sénégal Présent travail

Nous avons egalement pu identifier dans le méme hbte deux autres espéces du genre,
morphologiquement différentes de G. nipponicum. Il s’agit de Glossobothrium sp. 1 et

Glossobothrium sp. 2.

Glossobothrium sp. 1 se distingue nettement de G. nipponicum par la forme du scolex, la
taille du strobile dont les proglottis sont plus longs que larges, la forme de I’ovaire, la forme
de I'utérus et enfin le tégument du cirre, tapissé de nombreux pores et dépourvu de
microtriches. Nous pensons ainsi qu’il s’agit d’une nouvelle espece que nous nommons

Glossobothrium senegalensis, en réference a la localité de 1’hote.

Glossobothrium sp. 2 se distingue aussi bien de Glossobothrium nipponicum que de
Glossobothrium spl par la forme du scolex, la taille des proglottis, plus longs que larges, la
forme de I’ovaire, le tégument du cirre tapissé de deux types de microtriches et enfin le
tégument ornementé des oeufs. Nous pensons également qu’il s’agit d’une espéce nouvelle

que nous nommons Glossobothrium velaini en référence a I’héte.

Selon Kuchta et al. (2012), les espéces de I’ordre des Bothriocephalidea parasites des
poissons africains appartiennent toutes a la famille des Bothriocephalidae. Ce travail nous a
permis de mettre en évidence, pour la premiere fois, leur présence chez les Triaenophoridae et

les Echinophallidae.
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V. CONCLUSION

L’étude morpho-anatomique des quatres especes Bothriocephalidea nous a permis de signaler
la présence de trois nouvelles especes dans les genres Bothriocotyle et Glossobothrium. Elle
nous a également permis de mettre en évidence de nouveaux caracteres dans le genre
Glossobothrium a savoir, des papilles sensorielles sur la face supérieure des excroissances
linguiformes des bothridies, des microtriches sur le tégument du scolex et du cirre et enfin des
structures en forme de filaments rigides a I’extrémité du cirre. Grace a cette étude nous avons
pu mettre en évidence pour la premiéere fois, dans le genre Bothriocotyle, la présence d’une
structure en forme de ventouse au milieu du scolex, de deux types de microtriches au niveau

du scolex et de crochets a I’extrémité du cirre.

L’étude des hotes et de leur répartition géographique nous a permis de mettre en évidence
I’existence d’un nouvel hoéte : Schedophilus velaini pour les genres Bothriocotyle et
Glossobothrium. De plus, nous signalons pour la premiere fois la présence des genres

Bothriocotyle et Glossobothrium en Afrique.
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CHAPITRE 111

ETUDE ULTRASTRUCTURALE DE LA SPERMIOGENESE ET/OU DU
SPERMATOZOIDE DE QUELQUES CYCLOPHYLLIDEAET
BOTHRIOCEPHALIDEA

I. INTRODUCTION

A notre connaissance, I’ultrastructure de la spermiogenése et/ou du spermatozoide a été
décrite dans 14 ordres de cestodes (Marigo, 2011) dont les Cyclophyllidea et les
Bothriocephalidea. Au total, 61 especes appartenant a douze familles de Cyclophyllidea
(Tableau V1) et 13 espéces appartenant a trois familles de Bothriocephalidea (Tableau VII)
sont jusqu’ici concernées. Dans ce travail, nous avons étudié d’une part I’ultrastructure de la
spermiogenése et du spematozoide de Sudarikovina taterae et d’autre part I’ultrastrucure du
spermatozoide chez Anomotaenia quelea, Bothriocephalus claviceps, Bothriocotyle sp.,
Echinocotyle dolosa, Glossobothrium sp., Paroniella reynoldsae, Raillietina (Raillietina)

baeri et Taeniarhynchus saginatus.
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Tableau VI : Cestodes Cyclophyllidea dont l'ultrastructure de la spermiogenése et/ou du spermatozoide est connue.

Le signe + signifie que I'étude indiquée a été faite. Spg = spermiogenése ; Spz = spermatozoide

Ordres Familles Genres especes Spg Spz Références
Aporina delafondi + + Ba & Marchand, 1994a
Thysaniezia ovilla + + Baetal., 1991
Moniezia expansa + + Ba & Marchand, 1992a
Moniezia benedeni + +
Inermicapsifer guineensis + Ba & Marchand, 1995
Inermicapsifer madagascariensis +
Stilesia glopipunctata + Ba & Marchand, 1992b
Avitellina centripunctata + Ba & Marchand, 1994b
Anoplocephalidae i i _
Mathevotaenia herpestis + + Ba & Marchand, 1994c
Cyclophyllidea i i
Anoplocephaloides dentata + + Miquel & Marchand, 1998a
Paranoplocephala omphalodes + Miquel & Marchand, 1998b
Sudarikovina taterae + + Bé et al., 2000 (article 1)
Mosgovoyia ctenoides + + Eiraet al., 2006
Gallegoides arfaai + Miquel et al., 2004
Oochoristica agamae + Swiderski & Subila, 1985
Monoecocestus americanus + Mackinnon & Burt, 1984
Catenotaenia pusilla + + Hidalgo et al., 2000
Catenotaeniidae _ i i
Skrjabinotaenia lobata + Miquel et al., 1997
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Tableau VI (suite)

Raillietina (Raillietina) tunetensis

Ba & Marchand, 1994d

Cotugnia polyacantha

Ba & Marchand, 1994e

Davaineidae Raillietina (Raillietina) baeri Ba et al., 2005a (article 3)
Paroniella reynoldsae Ba et al., 2005b (article 4)
Raillietina micracantha Miquel et al., 2010
Anomotaenia quelea Ba et al., 2013 (article 9)
Angularella beema Yoneva et al., 2006a

Dilepididae Dilepis undula Swiderski et al., 2000
Kowalewskiella glareola Swiderski et al., 2002
Molluscotaenia crassiscolex Marigo et al., 2011a
Dipylidium caninum Miquel et al., 1998

Dipylididae Joyeuxiella echinorhyncoides Ndiaye et al., 2003a

Joyeuxiella pasqualei

Ndiaye et al., 2003a

Gryporynchidae

Valiporis mutabilis

Yoneva et al., 2008
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Tableau V1 (suite)

Hymenolepididae

Dicranotaenia coronula

Chomicz & Swiderski, 1992a

Diorchis parvogenitalis

Chomicz & Swiderski, 1992b

Echinocotyle dolosa

Ba et al., 2002 (article 2)

Retinometra serrata

Ba & Marchand, 1993

Hynenolepis sulcata

Ndiaye, 2002 ; Miquel et al., 2007a

Rodentolepis myoxi

Ndiaye, 2002 ; Miquel et al., 2007a

Rodentolepis microstoma

Ba & Marchand, 1998

Rodentolepis nana

Ba & Marchand, 1992¢

Rodentolepis straminea

Ba & Marchand, 1996

Rodentolepis sp.

Ndiaye, 2002

Rodentolepis fraterna

Ndiaye, 2002 ; Miquel et al., 2007a

Mesocestoididae

Mesocestoides litteratus

Miquel et al., 1999

Mesocestoides lineatus

Miquel et al., 2007b

Metadilepididae

Skrjabinoporus merops

Yoneva et al., 2006b

Nematotaeniidea

Cylindrotaenia hickmani

Jones 1989 ; 1994

Nematotaenia chantalae

Mokhtar-Maamouri & Azzouz-
Draoui, 1990

63




Tableau VI (suite et fin)

Paruteriniidae

Anonchotaenia globata

Yoneva et al., 2010

Triaenorhina rectangula

Yoneva et al., 2009

Notopentorchis sp.

Yoneva et al., 2012

Taeniidae

Taenia parva

Ndiaye et al., 2003b

Taenia mustelae

Miquel et al., 2000

Taenia taeniaformis

Miquel et al., 2009

Taenia solium

Willms et al., 2003

Taenia pisiformis

Tian et al., 19983, b

Taenia crassiceps

Willms et al., 2004

Taenia hydatigena

Featherston, 1971

Echinococcus granulosus

Morseth, 1969

Echinococcus multilocularis

Shi et al., 1994

Taeniarhynchus saginatus (syn Taenia

saginata)

Tianetal., 1998a, b ; Ba et
al., 2011 (article 6)
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Tableau VII : Cestodes Bothriocephalidae dont l'ultrastructure de la spermiogenése et/ou du spermatozoide est connue.

Spg = spermiogeneése ; Spz = spermatozoide

Ordre Famille Genre et espece Spg Spz Références
Bothriocephalus clavibothrium + + Swiderski & Mokhtar-
Maamouri, 1980
Bothriocephalus claviceps + Ba et al., 2007 (article 5)
Bothriocephalidae Bothriocephalus scorpii + + Levron et al., 2006a
Clestobothrium crassiceps + + Marigo et al., 2012a
Oncodiscus sauridae + + Sipkové etal., 2011
Senga sp. + + Sipkova et al., 2011
Bothriocephalidea Parabothriocephalus gracilis + + | Sipkova et al., 2010
Echinophallidae Paraechinophallus japonicus + Levron et al., 2006b
Bothriocotyle sp. + Ba et al., 2012 (article 7)
Eubothrium crassum + Brunanska et al., 2010
Eubothrium rugosum +
Triaenophoridae
Triaenophorus nudolosus + + Levron et al., 2005
Glossobothrium sp. + Ndiaye et al., 2012 (article 8)
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Il. MATERIEL ET METHODES

11.1. MATERIEL

Dans ce travail, nous avons étudié I’ultrastructure de la spermiogenése et/ou du spermatozoide

de neuf especes de cestodes (Tableau VIII).

Tableau VII1 : Position systématique et hotes des cestodes que nous avons examing au
microscope électronique a transmission.

Pour I’espéce marquée d’un asterisque (*), nous avons décrit des données sur la
spermiogenése.

Cyclophyllidea

Ordres Familles Genres especes Hotes
Anoplocephalidae Sudarikovina taterae* Gerbilluscus
gambianus

Paroniella reynoldsae

Corvus albus

Davaineidae -
Raillietina (Raillietina) baeri astomys

erythroleucus

Dilepididae Anomotaenia quelea Quelea quelea

Hymenolepididae

Echinocotyle dolosa

Taeniidae

Taeniarhynchus saginatus

Homo sapiens
(Homme)

Bothriocephalidae

Bothriocephalus claviceps

Anguilla anguilla

Bothriocephalidea

Echinophallidae

Bothriocotyle sp.

Triaenophoridae

Glossobothrium sp.1

Schedophilus
velaini
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11.2. METHODE

Pour réaliser ces études, des portions de strobile, de 3 a 6 cm de longueur, constitués de
proglottis mdrs, ont été rapidement prélevées et étalées avec un pinceau imbibé de
glutaraldéhyde a 2,5%, tamponné par une solution de cacodylate de sodium 0,1M a pH 7,2.
Sur ces portions, des fragments contenant une poche du cirre et des conduits spermatiques ont
été prélevés sous la loupe binoculaire, fixés dans le glutaraldéhyde pendant 24 heures, rincés
une nuit dans du tampon cacodylate de sodium, post-fixés au tétroxide d’osmium froid a 1%
pendant une heure, déshydratés par I’éthanol et I’oxyde de propyléne, puis inclus dans I’épon.
Les coupes ultrafines, réalisées a I’ultramicrotome Reichert-Jung E Ultracut, ont été
contrastées par I’acétate d’uranyl et le citrate de plomb. Les observations ont été faites aux
microscopes électroniques a transmission, Hitachi H-7650 et Jeol 1010 du Service d’Etude et
de Recherche en microscopie électronique de I’Université de Corse (France).

I11. RESULTATS

Nos résultats sont présentés dans les neuf articles joints en annexe. lls nous ont permis de
mettre en évidence pour la premiere fois la présence chez les Cestodes du cbne apical le plus
long (Ba et al., 2005a : article 3 ; Ba et al., 2007 : article 5), d’un c6ne apical tansparent aux
électrons et renfermant des granules opaques aux électrons (Ba et al., 2005b : article 4), d’un
cbne apical opaque aux électrons et entouré de cytoplasme et de microtubules corticaux (Ba et
al., 2013 : article 9), de deux centrioles a caractéres ultrastructuraux distinctifs et de sept
corps en créte (Ba et al. 2000 : article 1), d’un noyau a sections polylobées (Ba et al., 2002 :
article 2) pouvant atteindre I’extrémité postérieure du gamete (Ba et al., 2011 : article 6). Ils
nous ont également permis de révéler pour la premiére fois chez les Cyclophyllidea la
présence de microtubules corticaux spiralés uniquement a leur extrémité antérieure et droits
sur tout le reste du gameéte (Ba et al., 2000 : article 1), chez les Bothriocephalidea I’existence
de spermatozoides présentant uniquement des microtubules corticaux transparents aux
électrons (B4 et al., 2012 : article 7 et Ndiaye et al., 2012 : article 8) ou deux types de
microtubules corticaux, transparents et opaques aux électrons (Ba et al., 2007 : article 5).
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IV. DISCUSSION
IV.1. Spermiogenese

Chez les cestodes, la spermiogenése debute toujours dans les spermatides 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 striees et un corps intercentriolaire. Ces centrioles peuvent donner
naissance a un ou deux flagelles (B4 & Marchand en 1995). Quatre types (I-IV) de
spermiogenése ont eté établi par B4 & Marchand en 1995 sur la base des caractéres de la zone
de différenciation que sont : Le nombre de flagelles, I’existence ou non de rotation flagellaire
et de fusion proximo-distale, la présence ou non de corps intercentriolaire et enfin la présence

ou non de racines striées, associées a des centrioles (Fig. 29).

Les types | et Il sont caractérisés par la présence de deux racines striees et d’un corps
intercentriolaire dans la zone de différenciation, tandis que les types Il et IV en sont

dépourvus.

Les types | et Il sont tous deux pourvus a la fois d’une rotation flagellaire et d’une fusion
proximo-distale mais se distinguent par le nombre d’axonémes qui est égal a deux dans le

type | et a un axonéme dans le type II.

Les types Il et IV sont tous deux dépourvus de rotation flagellaire et caractérises
respectivement par une fusion proximo-distale et une absence de cette fusion. Ce sont ces

deux types que I’on rencontre chez les Cyclophyllidea.

Dans le type IlI, le flagelle pousse parallélement a I’expansion cytoplasmique avec laquelle il
fusionne par la suite. Par contre, dans le type IV, le flagelle pousse directement dans
I’expansion cytoplasmique. C’est ce dernier cas qui est rencontré chez Sudarikovina taterae
(Ba et al., 2000 : article 1).

Au niveau de la zone de différenciation, la position des deux centrioles, I’un par rapport a
I’autre, varie selon les espéces. Chez les Anoplocephalidae, Thysaniezia ovilla (Ba et al.,
1991), Mathevotaenia herpestis (B4 & Marchand, 1994c) et Aporina delafondi (B4 &
Marchand, 1994a), I’'un des centrioles de la spermatide forme un flagelle tandis que I’autre,

orienté latéralement dans un bourgeon cytoplasmique avorte. Par contre, chez Sudarikovina
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taterae (Ba et al., 2000 : article 1, Fig. 1), les deux centrioles sont parallélles entre eux, du

début a la fin de la spermiogenése.

Les caracteres ultrastructuraux distinctifs de ces centrioles n’ont été mentionnés par aucun
auteur. Cependant chez Sudarikovina taterae (Ba et al., 2000 : article 1, Fig. 6), nous avons
pu mettre en évidence pour la premiere fois chez les cestodes I’existence d’un centriole
abortif et d’un centriole flagellaire présentant respectivement un microtubule central et un

matériel opaque aux éléctrons a la base.
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Figure 29 : Différents types de spermiogenese chez les cestodes (d’aprés Ba & Marchand,
1995)

|

2

Am = membranes arquées ; C = Centriole ; Ca = Adjonction centriolaire ; Ce = expansion
cytoplasmique ; Cm = microtubules corticaux ; F = Flagelle ; Ib = corps intercentriolaire ; Sr
= Racines striées
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IV.2. Spermatozoide

Le spermatozoide des cestodes est filiforme, dépourvu de mitochondrie et effilé a ses deux
extrémités. 1l présente selon les espéces de nombreux caractéres ultrastructuraux distincts.
Chez les Cyclophyllidea on peut distinguer selon les espéces la présence ou I’absence d’un
cone apical, de corps en créte, d’une gaine périaxonémale, de cloisons intracytoplasmiques et
de granules de matériel opaque aux électrons. Ces caractéres constitutifs du spermatozoide
des Cyclophyllidea ont été réunis dans un schéma récapitulatif (Fig.30) (Ba, 1994).
Récemment Levron et al., (2010), sur la base du nombre d’axonémes, de la présence ou pas
de corps en créte, de la disposition parallele ou spiralée du noyau et des microtubules
corticaux, de la présence ou pas de gaine périaxonémale et cloisons intracytoplasmiques de
matériel opaque aux électrons, ont pu établir chez les cestodes sept types de spermatozoides
(Fig. 31). Les types | et Il contiennent deux axonemes tandis que les types IlI, IV, V, VI et
VII contiennent un seul axonéme. Chez les Bothriocephalidea on ne rencontre que le type 1l
tandis que chez les Cyclophyllidea on rencontre a la fois les types V, VI et VII. 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 d’une gaine périaxonémale et enfin le type
VIl se distingue par la présence a la fois d’une gaine périaxonémale et de parois

intracytoplasmiques de mateériel opaque aux électrons.

Chez la plupart des cestodes, I’extrémité antérieure du spermatozoide est marquée par la

présence d’un centriole et/ou d’un ou plusieurs corps en créte (Béa et al., 1991).

Les corps en créte ont été décrits dans six ordres de cestodes (Tableau IX). Leur nombre et
leur épaisseur varient selon les espéces. La présence d’un seul corps en créte a été signalée
chez tous les Bothriocephalidea & I’exception de Bothriocephalus clavibothrium (Swiderski &
Mokhtar-maamouri, 1980), les Tetraphyllidea, les Diphyllidea, les Tetrabothridea et tous les
Proteocephalidea a I’exception de Nomimoscolex sp. (Séne et al. 1997) qui présente trois

corps en créte.

Chez les Cyclophyllidea, le nombre de corps en créte varie de un a douze. Un seul corps en
créte a été décrit chez les Anoplocephalidae Stilesia globipunctata (B4 & Marchand, 1992b),
Avitellina centripuntata (B4 & Marchand, 1994b) et Mathevotaenia herpestis (B4 &
Marchand, 1994c), les Mesocestoidae (Miquel et al., 1999, 2007b), les Metadilepididae
(Yoneva et al., 2006), les Taeniidae (Béa et al., 2011 : article 6), les Nematotaeniidae, les

Dipylididae et les Dilepididae. Chez les Dilepididae, toutes les espéces précédemment
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décrites présentent un seul corps en créte (Marigo, 2011a). Au cours de notre travail, nous
avons pu mettre en évidence pour la premiére fois la présence de deux corps en créte dans
cette famille avec Anomotaenia quelea (B et al., 2013 : Fig. 1f). Deux corps en créte sont
également signalés chez les Anoplocephalidae Moniezia expansa et Moniezia benedeni (Ba &
Marchand, 1992a), Thysaniezia ovilla (B& et al., 1991), Inermicapsifer guineensis et
Inermicapsifer madagascariensis (Ba & Marchand, 1995), les Davaineidae et les
Catenotaeniidae. Cing corps en créte ont été décrits chez un Anoplocephalidae Aporina
delafondi (B& & Marchand, 1994a) et sept corps en créte ont éte décrits pour la premiere fois
chez les Anoplocephalidae avec Sudarikovina taterae (Ba et al., 2000 : article 1, Fig. 11).
C’est dans la famille des Hymenolepididae qu’on remarque la plus grande variation du
nombre de corps en créte : six chez Retinometra serrata (B& & Marchand, 1993) et
Rodentolepis microstoma (Ba & Marchand, 1998), huit chez Rodentolepis straminea (Ba &
Marchand, 1996) et Echinocotyle dolosa (Ba et al., 2002 : article 2, Fig. 6), dix chez
Rodentolepis fraterna (Miquel et al., 2007a), onze chez Rodentolepis sp. (Miquel et al.,
2007a) et enfin douze chez Rodentolepis nana (B4 & Marchand, 1992c).

Une autre structure caractéristique de I’extrémité antérieure du spermatozoide de la plupart
des cestodes est le cone apical de matériel opaque aux électrons, situé en avant des centrioles.
Ce cbOne a été décrit chez quarante deux espéces appartenant a cing ordres : trois
Proteocephalidea (B& & Marchand, 1994f ; Sene et al., 1997 ; Marigo et al., 2012b), deux
Tetraphyllidea (Quilichini et al., 2007 et Marigo et al., 2011b), un Diphyllidea (Marigo et al.,
2011c), 34 Cyclophyllidea (Bé et al., 2005b : article 4 ; Ba et al., 2011 : article 6 ; Miquel et
al., 2009 ; 2010; Yoneva et al., 2008 ; 2009 ; 2010; 2012) et deux Bothriocephalidea
(Marigo et al., 2012a ; Ba et al., 2007 : article 5).

Chez les Cyclophyllidea, la longueur et la largeur du cone apical varient selon les especes,
respectivement de 0,1 & 2,5 um et de 0,1 & 0,65 pum (Tableau X). Chez Raillietina (Raillietina)
baeri (Bé et al., 2005a : article 3), nous avons pu décrire le céne apical le plus long chez les
Cyclophyllidea avec 2,5 pum de long. De plus, chez Echinocotyle dolosa (Bé et al., 2002 :
article 2, Fig. 1), en lieu et place du cone apical, nous avons mis en évidence pour la premiére

fois chez les cestodes la présence d’un disque apical de 0,1 um de long.

Chez les Bothriocephalidea, les espéces precédemment décrites étaient toutes dépourvues de
ce cone apical (Tableau XI). Nous avons signalé pour la premiere fois sa présence dans cet
ordre avec Bothriocephalus claviceps (Ba et al., 2007 : article 5, Fig. 2). Par la suite il a été
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signalé chez un autre Bothriocephalidea Clestobothrium crassiceps (Marigo et al., 2012a).
Chez Clestobothrium crassiceps, le cone apical mesure seulement 0,6 um de long alors que
chez Bothriocephalus claviceps, il mesure 6,6 um de long. Un cbne apical d’une telle

longueur n’a jamais été décrit auparavant chez les cestodes (Ba et al., 2007 : article 5).

Chez la plupart des especes ou il a été décrit, le cone apical est constitué de matériel opaque
aux electrons. Par contre, chez Retinometra serrata (B4 & Marchand, 1993) le c6ne apical est
transparent aux €lectrons. Chez Paroniella reynoldsae, il est constitué de matériel transparent
aux électrons associé a des granules de matériel opaque aux électrons (Ba et al., 2005b :
article 4, Fig. 1). Chez Anomotaenia quelea, nous avons pu mettre en évidence pour la
premiére fois chez les cestodes la présence d’un cone apical de matériel opaque aux électrons,
entouré de microtubules corticaux et d’une membrane cytoplasmique (Ba et al., 2013 : article
9, Fig. 1c-d).

Chez les Cyclophyllidea, le noyau du spermatozoide se présente sous la forme d’un cordon,
généralement enroulé en spirale autour de I’axonéme. Cependant chez Retinometra serrata
(Ba & Marchand, 1993), Sudarikovina taterae (Ba et al., 2000 : article 1, Fig. 9) et
Echinocotyle dolosa (Bé et al., 2002 : article 2, Fig. 4), il est rectiligne et interpose entre
I’axonéme et les microtubules corticaux. Chez E. dolosa, nous avons montré pour la premiére
fois chez les cestodes I’existence d’un noyau a contours irréguliers et a sections polylobées
(Ba et al., 2002 : article 2, Fig. 8).

Une gaine périaxonémale continue ou discontinue, associee ou non a des cloisons
intracytoplasmiques de matériel opaque aux électrons, a été décrite chez de nombreuses
especes de Cyclophyllidea et chez le Tetrabothriidea, Tetrabothrius erostis (Stoitsova et al.,
1995). Chez les Cyclophyllidea, sa présence a été signalée dans plusieurs familles, a savoir,
les Catenotaeniidae (Miquel et al., 1997 ; Hidalgo et al., 2000) les Taeniidae (Ba et al., 2011 :
article 6), les Dipylididae (Miquel et al., 1997 ; Ndiaye et al., 2003a), les Dilepididae (Ba et
al., 2013 : article 9), les Paruteriniidae (Yoneva et al., 2009 ; 2010 ; 2011), les Davaineidae
(Ba et al., 2005a : article 3 ; B4 et al., 2005b : article 4), les Gryporhynchidae (Yoneva et al.,
2008), les Metadilepididae (Yoneva et al., 2006b) et les Anoplocephalidae (B&4 & Marchand,
1992b ; 1994e; 1995; 1996). Par contre, elle est absente chez les Hymenolepididae, les

Nematotaeniidae et les Mesocestoidae.

Chez les Cyclophyllidea, a I’exception des Mesocestoidae (Miquel et al., 1999 ; 2007b), les

microtubules corticaux sont spiralés. Le degré de spiralisation varie selon les especes. En
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effet, chez Thysaniezia ovilla (Ba et al., 1991), Hymenolepis nana (B4 & Marchand,1992c),
Stilesia globipunctata (Ba & Marchand, 1992b), Moniezia expansa et Moniezia benedeni (Ba
& Marchand, 1992a), Mathevotaenia herpestis (B& & Marchand, 1994c), Aporina delafondi
(Ba & Marchand, 1994a), Raillietina (Raillietina) tunetensis (B4 & Marchand, 1994d),
Inermicapsifer guineensis et I. madagascariensis (Ba & Marchand, 1995), ils sont spiralés sur
une grande partie de leur longueur et droits a leur extrémité postérieure. Chez Retinometra
serrata (Ba4 & Marchand, 1993) et chez Sudarikovina taterae (B et al., 2000 : article 1), ils

sont spiralés uniquement a leur extrémité antérieure.

Chez la plupart des Cyclophyllidea, I’axoneme se desorganise aprés la région nucléaire. Par
contre, chez Paranoplocephala omphalodes (Miquel & Marchand, 1998), Gallegoides arfaali
(Miquel et al., 2004), Echinocotyle dolosa (Bé et al., 2002 : article 2, Fig. 4), Taeniarhynchus
saginatus (Ba et al., 2011 : article 6, Fig. 15) et Anomotaenia quelea (Ba et al., 2013 : article

9, Fig. 3b-c), il se désorganise au niveau de la région nucléaire.

Chez Echinocotyle dolosa, Paranoplocephala omphalodes, Gallegoides arfaai et
Anomotaenia quelea, le noyau n’atteint pas I’extrémité postérieure du gamete. Par contre chez
Taeniarhynchus saginatus le noyau atteint I’extrémité postérieure du spermatozoide. Nos
résultats semblent ainsi confirmer la validité du genre Taeniarhynchus car, parmi toutes les
especes du genre Taenia déja étudiées, seul Taeniarhynchus saginatus présente un noyau qui

atteint I’extremité postérieure du spermatozoide.

Chez les Bothriocephalidea, un anneau constitué de 25 a 30 microtubules, opaques aux
électrons a été décrit autour du premier axonéme chez toutes les especes étudiées a
I’exception de Bothriocephalus claviceps (Bé et al. 2007 : article 5) (Tableau XI). Cet anneau
se désorganise, puis disparait au moment ou apparait le second axonéme. Chez Bothriocotyle
sp (Béa et al., 2012 : article 7, Fig. 5) et Glossobothrium sp. (Ndiaye et al., 2012 : article 8,
Fig. 4), nous avons mis en évidence la présence d’un anneau de 27 microtubules. Chez
Bothriocephalus claviceps (B et al., 2007 : article 5, Fig. 4), les microtubules, disposés en
arc, sont de deux types, ouverts et fermés. Les microtubules ouverts, transparents aux
électrons, sont localisés au niveau de I’extrémité antérieure et dans la région nucléaire a deux
axonémes du spermatozoide. Les microtubules fermés, opaques aux électrons, sont dans la
région postérieure du spermatozoide. Par contre chez Bothriocotyle sp. (Ba et al., 2012 :
article 7, Fig. 26) et chez Glossobothrium sp. (Ndiaye et al. 2012 : article 8, Fig. 18) les arcs

de microtubules sont constitués uniquement de microtubules ouverts transparents aux
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électrons sur toute la longueur du spermatozoide. Des microtubules, disposés en arc, ont
également été décrits chez les Proteocephalidea, les Mesocestoidae, les Spathebothridea et les

Trypanorhyncha (Levron et al., 2010).

Chez les Bothriocephalidea, I’extrémité postérieure du spermatozoide est organisée
differemment suivant les espéces (Tableau XI). Chez les Echinophallidae, elle est constituee
d’un axonéme et d’un noyau (Levron et al., 2006b ; Sipkova et al., 2010 ; B4 et al., 2007 :
article 7). Chez les Triaenophoridae, elle présente un axonene chez toutes les espéces déja
décrites (Levron et al., 2005 ; Brunanska, 2010). Chez Glossobothrium sp., elle présente un
axonéme et quelques microtubules corticaux (Ndiaye et al., 2012 : article 8). Une telle
extrémité postérieure du spermatozoide est décrite pour la premiére fois dans la famille des
Triaenophoridae. Chez les Bothriocephalidae, I’extrémité postérieure consiste soit en un
axonéme (Swiderski & Mokhtar-Maamouri, 1980 ; Sipkova et al., 2011 ; B4 et al., 2007 :
article 5), soit en un noyau (Levron et al., 2006a ; Marigo et al., 2012a), enfin soit en un

axonéme et un noyau (Sipkova et al., 2011).
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Figure 30 : Schéma récapitulatif des différents éléments constitutifs du spermatozoide des
cestodes (d’aprés Ba, 1994)

Ax=axonéme ; C = cytoplasme ; Ca = cone apical ; Cc = corps en créte ; Ci = cloison
intracytoplasmique ; Dp = densification postérieure du cytoplasme ; E = épaississement sous
membranaire ; G = granule ; Gp = gaine périaxonémale ; Mc = microtubules corticaux ; Mp

= membrane plasmique ; N= noyau.
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Figure 31 : Types de spermatozoides chez les cestodes (d'apres Levron et al., 2010)
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Tableau IX : Variation du nombre corps en créte dans le spermatozoide des cestodes.

Nc = nombre de corps en créte

Ordres Familles Genres especes Nc Références
Bothriocephalus clavibothrium 1 Swiderski & Maamouri, 1980
Bothriocephalus claviceps 1 Bé et al., 2007 (article 5)
] ] Bothriocephalus scorpii 1 Levron et al., 2006a
Bothriocephalidae _ _ _
Clestobothrium crassiceps 1 Marigo et al., 2012a
Oncodiscus sauridae 1 Sipkova et al. 2011
_ ) Senga sp. 1 Sipkova et al., 2011
Bothriocephalidea i — - _
Parabothriocephalus gracilis 1 Sipkova et al., 2010
Echinophallidae Paraechinophallus japonicus 1 Levron et al., 2006b
Bothriocotyle sp. 1 Ba et al., 2012 (article 7)
Eubothrium crassum 1 Brunanska et al., 2010
Triaenophoridae Triaenophorus nudolosus 1 Levron et al., 2005
Glossobothrium sp. 1 Ndiaye et al., 2012 (article 8)
Aporina delafondi 5 Ba &Marchand, 1994a
Thysaniezia ovilla 2 Baetal., 1991
) ) Moniezia expansa 2 Ba &Marchand, 1992a
Cyclophyllidea Anoplocephalidae Noniezia beneden
Inermicapsifer guineensis 2 Ba &Marchand, 1995

Inermicapsifer madagascariensis
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Tableau IX (suite)

Stilesia glopipunctata

Ba &Marchand, 1992b

Avitellina centripunctata

Ba &Marchand, 1994b

Mathevotaenia herpestis

Ba &Marchand, 1994c

Anoplocephaloides dentata

Miquel & Marchand, 1998a

Paranoplocephala omphalodes

Miquel & Marchand, 1998b

Sudarikovina taterae

Ba et al., 2000 (article 1)

Mosgovoyia ctenoides

Eira et al., 2006

Gallegoides arfaai

Miquel et al., 2004

Oochoristica agamae

Swiderski & Subila, 1985

Monoecocestus americanus

Mackinnon & Burt, 1984

Catenotaeniidae

Catenotaenia pusilla

Hidalgo et al., 2000

Skrjabinotaenia lobata

Miquel et al., 1997

Davaineidae

Raillietina (R) tunetensis

Ba &Marchand, 1994d

Cotugnia polyacantha

Ba &Marchand, 1994e

Raillietina baeri

Ba et al., 2005a (article 3)

Paroniella reynoldsae

Ba et al., 2005b (article 4)

Raillietina micracantha

N N N NN NN NN NN N DD PP

Miquel et al., 2010
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Tableau IX (suite)

Angularella beema 1 Yoneva et al., 2006a
Dilepis undula 1 Swiderski et al., 2000
Dilepididae Kowalewskiella glareola 1 Swiderski et al., 2002
Molluscotaenia crassiscolex 1 Marigo et al., 2011a
Anomotaenia quelea 2 Ba et al., 2013 (article 9)
Dipylidium caninum 1 Miquel et al., 1998
Dipylidiidae Joyeuxiella echinorhyncoides 1 Ndiaye et al. 2003b
Joyeuxiella pasqualei 1 Ndiaye et al. 2003b
Gryporhynchidae Valiporis mutabilis 1 Yoneva et al. 2008
Echinocotyle dolosa 8 Bé et al., 2002 (article 2)
Cladogynia serrata 6 B& & Marchand, 1993
Hynenolepis sulcata 9 Ndiaye, 2002 ; Miquel et al. ,2007a
Rodentolepis microstoma 6 Ba & Marchand, 1998
Hymenolepididae Rodentolepis nana 12 Ba & Marchand, 1992c
Rodentolepis straminea 8 Ba & Marchand, 1996
Rodentolepis sp. 11 Ndiaye, 2002
Rodentolepis fraterna 10 Ndiaye, 2002 ; Miquel et al., 2007a
Rodentolepis myxoxi 10 Ndiaye, 2002 ; Miquel et al., 2007a
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Tableau IX (suite)

Mesocestoides lineatus 1 Miquel et al., 2007b
Mesocestoidae
Mesocestoides litteratus 1 Miquel et al., 1999
Metadilepididae Skrjabinoporus merops 1 Yoneva et al., 2006b
Nematotaenia chantalae 1 Maamouri & Azzouz-Draoui, 1990
Nematotaeniidae
Cylindrotaenia hickmani 1 Jones, 1989 ; 1994
Anonchotaenia globata 1 Yoneva et al., 2010
Paruterinidae Triaenorhina rectangula 1 Yoneva et al., 2009
Notopentorchis sp. 1 Yoneva et al., 2012
Taenia parva 1 Ndiaye et al., 2003b
Taenia mustelae 1 Miquel et al., 2000
Taenia taeniaformis 1 Miquel et al., 2009
Taenia solium 1 Willms et al., 2003
Taenia pisiformis 1 Tian et al., 19983, b
Taeniidae Taenia crassiceps 1 Willms et al., 2004
Taenia hydatigena 1 Featherston, 1971
Echinococcus granulosus 1 Morseth, 1969
Echinococcus multilocularis 1 Shietal., 1994
Taeniarhynchus saginatus (syn 1 Tian et al., 1998a, b ; Bé et al., 2011(article

Taenia saginata)

6)
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Tableau 1X (Suite)

Diphyllidea

Echiinobothriidae

Echinobothrium typus

Azzouz-Draoui, 1985

Echinobothrium brachysoma

Azzouz-Draoui, 1985

Echinobothrium harfordi

Azzouz-Draoui, 1985 ; Azzouz-Draoui &
Mokhtar-Maamouri, 1986

Echinobothrium euterpus

Marigo et al.,. 2011c

Proteocephalidea

Monticillidae

Nomimoscolex sp.

Sene et al., 1997

Proteocephalidae

Sandonella sandoni

Ba & Marchand, 1994f

Proteocephalus longicollis

Brunianska et al., 2003a

Proteocephalus torulosus

Brunanska et al., 2003b, ¢

Electrotaenia malopteuri

Bruniansk4 et al., 2004a

Corallobothium solidum

Brunanska et al., 2004b, 2005

Barsonella lafoni

Marigo et al., 2012b
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Tableau IX (Suite et fin)

Mokhtar-Maamouri, 1976 ; 1982 ;

Acanthobothrium fillicole var. benedeni 1 Mokhtar-Maamouri & Swiderski.
1975
Oncobothrium uncinatum 1 Mokhtar-Maamouri & Swiderski,
Oncobothriidae 1975
Calliobothrium verticillatum 1 Quilichini et al., 2007
Tetraphyllidea Acanthobothrium crassicolle 1 Marigo et al., 2011b
Phyllobothrium gacile 1 Mokhtar-Maamouri, 1979
Phyllobothrium lactuca 1 Séne et al., 1999
Phyllobothriidae
Pseudanthobothrium hanseni 1 Mackinnon & Burt, 1984
Trilocularia acanthiaevulgaris 1 Mahendrasingam et al., 1989
Tetrabothriidea Tetrabothriidae Tetrabothrius erostis 1 Stoitsova et al., 1995
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Tableau X : Caractéeres ultrastructuraux du spermatozoide des Cyclophyllidea.

Ca : Cone apical ; Cc: Corps en créte ; E : épaisseur corps en créte ; Gp : Gaine périaxonémale ; L : Longueur céne apical : | : largeur céne apical ;
N : Nombre de corps en créte, Pi : Parois intracytoplasmiques ; type : Type de spermatozoide
Cc CA
Ordres Familles Genres especes Type L L Gp | Pi Références
N | E (nm)
(um) | (um)
Aporina delafondi \% 5 | 15-40 0,3 | 0,35 - - | B& & Marchand, 1994a
Thysaniezia ovilla V 2 80 0,6 0,2 - - | Béetal, 1991
Moniezia expansa \Y/ 2 | 30-60 1 0,25 - - | B4 & Marchand. 1992a
Moniezia benedeni \Y 2 | 30-60 1 0,25 - -
. . . . 5 5

Inerm!caps!fer guineensis Vi 2 : : 0,15 + + B4 & Marchand. 1995
Inermicapsifer vil | 2] 2 2 |02 | + | +
madagascariensis

. . Stilesia glopi tat VI 1 ? 125 | 05 + - | B& & Marchand, 1992b

Cyclophyllidea | Anoplocephalidae I-ESIé'I g oplpu'nc ala ? archan

Avitellina centripunctata VIl 1 | 150-200 | 0,7 0,3 + + Ba & Marchand, 1994b
Mathevotaenia herpestis Vi 1 ? ? 0,1 + - | B4 & Marchand, 1994c
Anoplocephaloides dentata V 2 140 1,40 | 0,35 - - | Miquel & Marchand, 1998a
Paranoplocephala omphalodes \ 2 180 0,9 0,2 - - | Miquel & Marchand, 1998b
Sudarikovina taterae ? 7 | 50-100 0,5 0,1 - - Ba et al., 2000 (article 1)
Mosgovoyia ctenoides V 2 | 70-90 ? ? - - | Eiraetal., 2006
Gallegoides arfaai V 2 140 1 (0275 - - | Miquel et al., 2004
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Tableau X (suite)

Oochoristica agamae ? 2 Swiderski & Subila, 1985
Monoecocestus americanus ? 2 Mackinnon & Burt, 1984
Catenotaenia pusilla VI 2 75 1,75 | 0,225 - Hidalgo et al., 2000
Catenotaeniidae
Skrjabinotaenia lobata VI 2 - 2,5 0,2 Miquel et al., 1997
Raillietina (R) tunetensis VIl | 2 | 100-200 - 0,3 + | Ba & Marchand, 1994d
Cotugnia polyacantha VIl | 2 | 50-100 ? ? + | B4 & Marchand, 1994e
Davaineidae Raillietina baeri VIl | 2 | 100-125| 2,5 0,5 + | Baetal., 2005a (article 3)
Paroniella reynoldsae VIl | 2 | 100-150 | 2,2 0,6 + | Baetal., 2005b (article 4)
Raillietina micracantha Vil | 2 100 ? ? + | Miquel et al., 2008 ; 2010
Angularella beema Vi 1 - | Yoneva et al., 2006a
Dilepis undula VI |1 - | Swiderski et al., 2000
Dilepididae Kowalewskiella glareola VI 1 - | Swiderski et al., 2002
Molluscotaenia crassiscolex VI 1 | 160-330 - | Marigo et al., 2011a
Anomotaenia quelea Vi 2 - | Béetal., 2013 (article 9)
Dipylidium caninum Vi 1 150 0,6 0,4 - | Miquel et al., 1998
Dipylididae Joyeuxiella echinorhyncoides Vi 1 150 2 10,285 - | Ndiaye et al., 2003a
Joyeuxiella pasqualei VI |1 75 2 0,285 - | Ndiaye et al., 2003a
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Tableau X (suite)

Gryporhynchidae | Valiporis mutabilis Vi 1 55 Yoneva et al., 2008
Echinocotyle dolosa ? 8 100 0,1 0,3 Bé et al., 2002 (article 2)
Retinometra serrata Vv 6 0,5 0,3 Ba & Marchand, 1993
Hynenolepis sulcata 9 | 60-70 ? ? Ndiaye 2002, Miquel etal.,
2007
Rodentolepis microstoma 6 | 100-200 - - Ba & Marchand, 1998
. Rodentolepis nana 12 Ba & Marchand, 1992c
Hymenolepididae
Rodentolepis straminea 8 | 50-100 | 0,75 | 0,1 Ba & Marchand, 1996
Rodentolepis sp. 11| 20-30 Ndiaye, 2002
Rodentolepis fraterna 10 | 40-50 Ndiaye, 2002 ; Miquel et al,
2007a
. . Ndiaye, 2002 ; Miquel et al.,
- 2 2
Rodentolepis myxoxi 9 | 40-50 : : 20072
Mesocestoides lineatus v 1 Miquel et al., 2007
Mesocestoididae
Mesocestoides litteratus v 1 | 100-150 - - Miquel et al., 1999
Metadilepididae | Skrjabinoporus merops VI 1 Yoneva et al., 2006b
. Mokhtar-Maamouri &
) Nematotaenia chantalae 1 Azzouz-Draoui. 1990
Nematotaeniidae
Cylindrotaenia hickmani 1 Jones, 1989 ; 1994
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Tableau X (suite et fin)

Anonchotaenia globata Vil 1 Yoneva et al., 2010
Paruterinidae | Triaenorhina rectangula Vil |1 Yoneva et al., 2009
Notopentorchis sp. Vil 1 Yoneva et al., 2012
Taenia parva Vil 1 60 1,9 | 0,225 Ndiaye et al., 2003b
Taenia mustelae 1 75 1,9 0,25 Miquel et al., 2000
Taenia taeniaformis VIl 1 140 1,35 | 0,25 Miquel et al., 2009
Taenia solium ? 1 Willms et al., 2003
Taenia pisiformis ? 1 Tian et al., 1998
Taeniidae Taenia crassiceps 1 Willms et al., 2004
Taenia hydatigena 1 - 19 | 0,25 Featherston, 1971
Echinococcus granulosus 1 Morseth, 1969
Echinococcus multilocularis 1 Shietal., 1994
Taeniarhynchus saginatus (syn | -, | 4 Ba et al., 2011 (article 6)

Taenia saginata)
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Tableau XI : Caracteres ultrastructuraux du spermatozoide des Bothriocephalidea.

AXx : Axoneme ; AM : Anneau de microtubules corticaux ; Ca : Cone apical ; Cc : Corps en créte ; Ep : Extrémiteé postérieure ; Mc : Microtubule
cortical ; Ts : Type de spermatozoide.

Ordres Familles Genres especes Ts Ca Cc AM Ep. Références
Bothriocephalus I ] ] R Ax | Swiderski & Mokhtar-
clavibothrium Maamouri, 1980
Bothriocephalus I ¥ ¥ i Ax | Baetal. 2007 (article 5)
claviceps
Bothriocephalidae Bothriocephalus scorpii ] - + + N Levron et al., 2006a
Clestobothrium I + ¥ + N | Marigo etal., 2012a
crassiceps
Oncodiscus sauridae I - + + N+ Ax | Sipkova et al., 2011
Senga sp Il - + + AX Sipkova et al., 2011
Bothriocephalidea Bothriocotyle sp I - + + N+ Ax | Baetal., 2012 (article 7)
Parabothriocephalus - .
Echinophallidae gracilis I ) * * N+Ax | Sipkovaetal., 2010
Paraechinocephallus [ - " + N+ Ax | Levron et al., 2006b
japonicus
Eubothrium crassum ] - + + AX Brunanska et al., 2010
Eubothrium rugosum I - + + AX Brunanska et al., 2010
Triaenophoridae Triaenophorus nodulus T - + + AX Levron et al., 2005
Glossobothrium sp. Il - + + Ax + Mc gl)dlaye etal., 2012 (article
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V. CONCLUSION

L’étude ultrastructurale du spermatozoide de neuf espéces de cestodes, a savoir six
Cyclophyllidea (Anomotaenia quelea, Echinocotyle dolosa, Paroniella reynoldsae, Raillietina
(R) baeri, Sudarikovina taterae et Taeniarhynchus saginatus) et trois Bothriocephalidea
(Bothriocephalus claviceps, Bothriocotyle sp., Glossobothrium sp. nous a permis de mettre

en évidence pour la premiére fois I’existence :

Chez Sudarikovina taterae, de deux centrioles a caractéres ultrastructuraux distincts, de sept

corps en créte et de microtubules spiralés uniquement au niveau de leur extrémité antérieure.

Chez Echinocotyle dolosa, d’un disque apical et d’un noyau polylobé a contours irréguliers,

jamais décrits auparavant chez les cestodes.

Chez Paroniella reynoldsae, d’un cone apical de matériel transparent aux électrons associé a

des granules de matériel opaques aux électrons, jamais signalé auparavant chez les Cestodes.

Chez Anomotaenia quelea, de deux corps en créte, de longueur différente, jamais signalés
auparavant chez les Dilepididae et d’un cone apical de matériel opaque aux électrons, entouré

de cytoplasme et de microtubules corticaux, jamais signalé auparavant chez les Cestodes.

Chez Bothriocephalus claviceps, d’un cone apical de matériel opaque aux électrons, jamais

décrit auparavant dans I’ordre des Bothriocephalidea.

Chez Raillietina (Raillietina) baeri, d’un cone apical d’environ 2,5 um de long, le plus long

chez les Cyclophyllidea.

La comparaison des spermatozoides de Raillietina (R) baeri et Paroniella reynoldsae montre
qu’ils sont si semblables qu’il est impossible d’établir des différences spermatiques entre eux.
Nous pensons ainsi qu’il existe une relation phylogénétique entre le genre Raillietina et le

genre Paroniella.

Les résultats de I’étude ultrastructurale du spermatozoide de Taeniarhynchus saginatus
semblent confirmer la validité du genre Taeniarhynchus car T. saginatus est la seule espece

du genre Taenia a présenter un noyau qui atteint I’extrémité postérieure du spermatozoide.

La présence de I’anneau de microtubules corticaux au niveau de la partie antérieure des
spermatozoides de Bothriocotyle sp. et de Glossobothrium sp. confirme le modele
spermatologique des Bothriocephalidea.
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CONCLUSION GENERALE ET PERPECTIVES

L’étude au microscope électronique a balayage des espéces Bothriocephalidea nous a permis
de mettre en évidence pour la premiere fois I’existence de nouveaux caracteres
morphologiques, notamment la présence de papilles sensorielles sur la face supérieure de
I’excroissance linguiforme des bothridies chez les espéces du genre Glossobothrium, de
structures indéterminées, capables de s’évaginer et de s’invaginer, situées a I’extrémité du
cirre chez Glossobothrium nipponicum, d’ornementations sur les ceufs de Glossobothrium
sp.2, d’une structure en forme de ventouse située dans le prolongement des bothridies du
scolex de Bothriocotyle sp., de deux types de microtriches sur le tégument du scolex de

Bothriocotyle sp. et de crochets a I’intérieur de son cirre.

Les données bibliographiques sur les hétes et leurs répartitions géographiques ont révélé
I’existence de deux hdétes nouveaux : Corvus albus pour Paroniella reynoldsae et
Schedophilus velaini pour les genres Glossobothrium et Bothriocotyle. De plus, nous avons pu
mettre en évidence pour la premiére fois, la présence de Paroniella reynoldsae au Sénégal et

des genres Glossobothrium et Bothriocotyle en Afrique.

L’étude ultrastructurale de la spermiogenese de Sudarikovina taterae nous a permis de mettre
en évidence, pour la premiére fois chez les cestodes, la présence de deux centrioles a
caracteres ultrastructuraux distincts et de I’existence entre et en dessous de ces centrioles d’un

matériel opaque aux électrons.

L’étude ultrastructurale du spermatozoide de neuf espéces de cestodes appartenant a deux
ordres (Cyclophyllidea et Bothriocephalidea), nous a permis de mettre en évidence, pour la
premiére fois, chez les cestodes I’existence de sept corps en créte, d’un cOne apical de
matériel opaque aux électrons entouré de cytoplasme et de microtubules corticaux et d’un
cbne apical de matériel transparent aux éléctrons renfermant de fins granules de matériel
opaque aux électrons, d’un disque apical en lieu et place du cbne apical. Elle nous a
également révelé la variation du nombre de corps en créte dans la famille des Dilepididae. En
perspective, nous envisageons de redécrire Glossobothrium nipponicum, I’espéece type du
genre, étudiée pour la premiére fois dans ce travail au microscope éléctronique a balayage et
de décrire les nouvelles especes des genres Glossobothrium et Bothriocotyle étudiées dans ce

travail.
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Ultrastructure of spermiogenesis and the spermatozoon
of Sudarikovina taterae (Cestoda, Cyclophyllidea,
Anoplocephalidae) intestinal parasite of Tatera gambiana

(Rodentia, Gerbillidae)
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SUMMARY -The young spermatid of Sudarikovina taterae exhibits a nucleus with a partially condensed chro-
matin and a differendation zone, bordered by cortical microtubules, delimited at the front by arched membranes
and containing two centrioles. The latter are paralle] to one another and linked together at their bases by electron-
dense material. During spermiogenesis, one of the centrioles gives rise to a flagellum whereas the other disappears.
Crested-like bodies lie outside the cortical microtubules and the nucleus migrates in che spermatid along the
axoneme. At the end of spermiogenesis, the ring of arched membranes constricts and the old spermarid becomes
detached from the residual cytoplasm. The . saterze mature spermatozoon is filiform and tapered at both extremi-
ties. It exhibits an apical cone of electron-dense material and seven crested-like bodies 50 to 100 nm thick. The
cortical microtubules run along the whole length of the spermatozoon. They are spiralized at their anterior extrem-
ities and straight over the rest of their length. The nucleus is a fine compact cord interposed between the axoneme
and the cortical microtubules. The cytoplasm is slightly electron-dense in regions I and II of the gamete. In regions
IIL, IV and V, it contains fine electron-dense granulations and patches of electron-lucent material. An electron-
dense material located both between and under centrioles has not been observed before in a platyhelminch.
Similarly, distinctive ultrastructural characters between centrioles and seven crested-like bodies have not been pre-
viously described in a cestode. Moreover, we report for the first time the existence of cortical microtubules spiral-
ized only at their anterior extremities in a cestode from a mammal.

Key WorDs wlprastructure - Sudarikovina - Cestoda - Cyelophyllided - spermiogenesis -
Anaplocephalidae

INTRODUCTION

The order Cyclophyllidea comprises 13 families (Schmidt,
1986) among which the Anoplocephalidae that are, at their
adult stage, parasites of Reptiles, Birds and Mammals
(Yamaguti, 1959; Schmidt, 1986; Khalil e 2/, 1994). To our
knowledge, only 12 anoplocephalidacan species have been up
till now the subject of ultrastructural study of spermiogenesis
and/or the spermatozoon (B4 and Marchand, 1998; Séne,

Mailing acdress: Dr. Cheikh Tidiane B4, Laboraroire de Parasitologie, Département
de Biclogie Animale, Faculté des Sciences et Techniques, Universicé Ch. A. Diop,
Dalkar, Sénégal.

1998). In the present work, we describe the ultrastructure of
spermiogenesis and the spermatozoon of Sudarikovina taterae
Hunkeler, 1972,

MATERIALS AND METHODS

The cestodes were gathered live from the intestine of Taiers
gambiana, then kept in physiological saline solution (9%
NaCl). Fragments of strobila 3-6 cm long, made up of
mature proglottids, were taken and then stretched out wich
a brush soaked in cold 2.53% gluraraldehyde buffered with
0.1 M sodium cacodylate at pH 7.2. The male genitalia
were removed under a binocular microscope, fixed for
about 24 h in glutaraldehyde at 4°C, rinsed for one night
in sodium cacodylate buffer, postfixed for 1 h with cold 1%
osmium tetroxide, dehydrated with ethanol and propylene
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oxide, then embedded in Epon. Ultrathin sections were cut
on a Reichert-Jung Ultracut E ultramicrotome, then stained
with uranyl acetate and lead citrate. They were examined in
a Hitachi H-17 electron microscope.

RESULTS
Spermiogenesis

In Sudarikovina taterae, young spermatids exhibit a nucleus
with a partially condensed chromatin and a differentiation
zone. This is bordered by cortical microtubules, delimited
at the front by arched membranes and contains two centri-
oles. One of the centrioles (the abortive one) will disorga-
nize, the other (the flagellar one) will give rise to a flagel-
lum. These centrioles are made up of nine doublets of
microtubules and linked together by an electron-dense
material (Figs. 1 to 4 and 6). They can easily be distin-
guished from one another. Indeed, the lumen of the flagel-
lar centriole is opacified at its base by a granular material
(Figs. 1 to 6) whereas thart of the abortive centriole appears
clear and exhibits in cross section a central microtubule-like
structure (Fig. 6). At the beginning of spermiogenesis, the
flagellum directly forms in the differentiation zone (Fig. 1),
the nucleus takes a conical shape in the ring of arched
membranes (Figs. 2 to 4) and crested-like bodies lie outside
the cortical microtubules (Fig. 4). Later, the nucleus under-
goes considerable elongation, becomes filiform and
migrates into the old spermatid body (Fig. 5). The end of
spermiogenesis is marked by a strangulation of the ring of
arched membranes followed by a detachment of the old

spermatid from the residual cytoplasm (Fig. 5).
Spermatozoon

We were able to distinguish five regions (I-V) from front to
back exhibiting distinctive ultrastructural characters.
Region I (Figs. 7, 8, 11, 12 and 15), 0.1 to 0.4 pm wide,
corresponds to the anterior extremity of the gamete. It
exhibits an apical cone of electron-dense material, about 0.5
pm long, a flagellar centriole and seven helicoidal crested-
like bodies. The lacter lie outside cortical microtubules, are
of different length and vary in thickness from 50 to 100
nm. Thus, in cross section and depending on the level of
the section, one to seven crested-like bodies are visible. The
axoneme is of the 9 + °1” pattern. It is central, surrounded
by a thin layer of slightly electron-dense cytoplasm. The
cortical microtubules are electron-lucent centred, spiralized
and form in cross and longitudinal sections a continuous
layer of electron-dense, sub-membranous material.

Region II (Figs. 8, 12 and 15) is roughly 0.4 pm wide. It
lacks crested like bodies but exhibits a central axoneme sut-
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rounded by a thin layer of slightly electron-dense cytoplasm
and spiralized cortical microtubules.

Region III (Figs. 9, 13 and 15) has a maximum width of
0.8 pm. It is characterized by the presence of a nucleus. This
is a compact cord of electron-dense material situated between
the axoneme and the cortical microtubules. The cytoplasm is,
as in the preceding regions, slightly electron-dense. Neverthe-
less, it exhibits electron-dense granulations and in places
patches of electron-lucent material. The axoneme is eccentric.
The cortical microtubules are parallel to the spermatozoon
axis.

Region TV (Figs. 9, 10, 13, 14 and 15) is 0.4 to 0.6 pm
wide. It exhibits a central axoneme surrounded by electron-
dense granulations and patches of electron-lucent material.
The cortical microtubules are, as in the preceding region,
parallel to the spermatozoon axis.

Region V (Figs. 10, 11, 14 and 15) is 0.1 to 0.3 pm wide. It
corresponds to the posterior extremity of the gamete. It is
marked by the progressive disorganization of the axoneme.
The central element disappears first (Fig. 14) then we see a
simplification of the doublets into singlets (Fig. 11). The
cytoplasm is slightly electron-dense. It exhibits electron-
dense granulations and patches of electron-lucent material.
The cortical microtubules are still parallel to the spermato-
200N Axis.

DISCUSSION

To date, spermiogenesis has been described in 20 species of
cestodes (B4 and Marchand, 1998; Miquel ez a/., 1998;
Séne et al., 1999). Nevertheless, no author has ever men-
tioned distinctive ultrastructural characters between centri-
oles in spermatids. In the present work, we report for the
first time in a cestode the existence of a central micro-
tubule-like structure in the abortive centriole and a granular
electron-dense material at the base of the flagellar centriole.
An electron-dense material appears on and under centrioles
of spermatids of many platyhelminthes (B4 and Marchand,
19944, 1998). In the Cyclophyllidea-Anoplocephalidae in
particular, we were able to show its appearance in Thysa-
niezia ovilla (Ba et al., 1991) and in Mathevotaenia herpestis
(Ba and Marchand, 19944). In Sudarikovina taterae, this
material is both between and under the centrioles. To our
knowledge, such a disposition has never been described
before in a platyhelminth.

During spermiogenesis in 7. ovilla, M. herpestis and another
anoplocephalid, Aporina delafond, we demonstrated previ-
ously thart one of the centrioles forms a flagellum whereas the
other, oriented in a lateral cytoplasmic bud, aborts (Ba e al.,
1991; B4 and Marchand, 19944,6). In S. taterae, on the other
hand, the two centrioles are parallel to one another.

In the cestodes, the number of crested-like bodies varies
according to the species. One, two, three, five, six, eight and



FIGURE 1 Longitudinal section of a differentiation zone (Dz) of a young spermatid. The nuclens (N) is situated ourside the ring of arched mem-
branes (Am) and exhibits a partially condensed chromarin. F: flagellum; Fe: flagellar centriole; Cm: cortical microtubules; Im: intercentriolar-
dense material. x 17,000.

FIGURE 2 Longitudinal section of a differendation zone (Dz) of a young spermatid showing both abortive (Ac) and flagellar (Fc) centrioles. Cm:
cortical microtubules; F: flagellum; Im: intercentriolar-dense material; N: nucleus. x 21,000.

FIGURE 3 Longitudinal section of a differentiation zone (Dz) of a young spermatid. At the beginning of its migration, the nucleus (N) forms a
cone in the ring of arched membranes (Am), over the centrioles. Cm: cortical microtubules; F: flagellum; Fe: flagellar centriole; Im: intercentrio-
lar-dense material. % 20,000.

FIGURE 4 Longitudinal section of a differentiation zone (Dz) of a spermatid showing crested-like bodies (arrowheads). The nucleus (N) is still
above the abortive (Ac) and the flagellar (Fc) centrioles. Am: arched membrane; F: flagellum; Im: intercentriolar-dense material. x 20,000.
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FIGURE 5 Longitudinal section of a differentiation zone (Dz) of a spermatid during nuclear migration. Am: arched membranes; Cb: crested-like
body; Fe: flagellar centriole; F: flagellum; M: mitochondria; Nt nucleus. x 15,000,

FIGURE 6 Cross section of a differentiation zone showing both the abortive (Ac) and the flagellar (Fe) centriales. They are made up of doublets of
microtubules (D). Im: intercencriolar-dense material. X 30,000.

FiGure 7 Longitudinal section of region I of the mature S. saterae spermatozoon. Ac: apical cong; Ax: axeneme; Ch: crested-like body; Cm: corri-
cal microtubules; Fe: flagellar centriole. > 20,000.

Ficure 8 Longitudinal section of regions I and Il of the mature S. zaterae spermatozoon. Ax: axoneme; Ch: crested-like body; Cm: cortical micro-
tubules. x 20,000.

FIGURE 9 Longitudinal section of regions 11T and IV of the mature S. faterae spermarozoon. Ax: axoneme; Cm: cortical microtubules; N: nucleus;
P: patches of clectron-lucent material. % 10,000.
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FIGURE 10 Longirudinal section of regions 1V and V of the mature 5. sazerae spermatozoon. Ax: axoneme; Cm: cortical microtubules; P: patches
of electron-lucent matetial. x 10,000.

FIGURE 11 Cross sections of regions [ and V of the mature §. taterae spermatozoon. Ax: axoneme; Ch: crested like bodies; Cm: cortical micro-
tubules; D: doubleg; S: singlet. X 52,500.

FIGURE 12 Cross sections of regions I and IT of the mature S, taterae spermatozoon. Ax: axeneme; Ch: crested like body; Cm: cortical micro-
tubules. x 25,000,

FIGURE 13 Cross section of regions 111 and IV of the mature S. zaternze spermatozoon. Ax: axoneme; Cm: cortical microtubules, N: nucleus.
* 15,000.

FIGURE 14 Cross sections of regions IV and V of the marure §. tazerue spermarozoon. The central clement of the axoneme has disappeared (arrow-
head). x 15,000.
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FIGURE 154-d Actempted reconstruction of the main stages of spermiogenesis (a-c) and the marure spermatozoon (d) of S. zaterae. A: apical cone;
Ac: abortive centriole; Am: arched membrane; Ape: axonemal posterior extremity; Ax: axoneme; Cb: crested-like bodies; Cm: cortical micro-
twbules; Fe: flagellar centriole; Im: intercentriolar-dense material; N: nucleus; P: parch of electron-dense material.
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TABLE 1

Variation of the number of crested-like bodies in the cestodes spermatozoon

Order

Pseudophyllidea

Diphyllidea

Family

Crested-like bodies

Genus and species

Proteocephalidea

Tetraphyllidea

Cyclophyllidea

References

Azzouz-Draoui, 1985; Azzouz-Draoui and

Mokhtar-Maamouri and Swiderski, 1975
Mokhrar-Maamouri and Swiderski, 1975
Mokhtar-Maamouri, 1979, 1982

Mackinnon and Burt, 1984
Mahendrasingam ez al., 1989

Mokhrar-Maamouri and Azzouz-Draoui, 1990

Miquel and Marchand, 1997

Diphyl]nbothriidae Duthiersia ﬁmbriam 1 Justine, 1986
Lchinobothrium typis 1 Azzouz-Draoui, 1985
Echinobothriidae E. brachysoma 1 Azzouz-Draoui, 1985
E. harfordi 1
Mokhtar-Maamouri, 1986
Proteocephalidae Sandonella sandoni 1 Ba and Marchand, 1994f
Monricellidae Nomimoscolex sp. 3 Séne ez al., 1997
I | Acanthobothrium filicolle var. benedeni 1
| Onchobothrium uncinatum 1
Onchobothriidae I Acanthobothrium filicolle var. filicolle 1
| Acanthobothrium crassicolle 1 Séne, 1998
; Phyllobothrium gracile 1 Mokhrar-Maamourt, 1979
Phyllobothriidac Pseudanthobothrivm hanseni 1
| Trilocularia acanthiaevulgaris 1
Rbinebothrium tumidulum i Séne, 1998
Nematotaeniidae Nematotaenia chantalae 1
Cylindrotaenia hickmani 1 Jones, 1994
| Retinometra serrata 6 B4 and Marchand, 1993
Hymenolepididae | Hymenolepis nana 12 Ba and Marchand, 19924
:H. straminea 8 Bi and Marchand, 1996
| Vampirolepis microstoma 6 Bé and Marchand, 1998
Catenotaeniidae Skrjabinotaenia lobata 2 Miquel et al., 1997
| ‘ — -
| | Aporina delafindi 5 Ba and Marchand, 19944
| Thjsﬂnitzia ovilla 2 Baeral, 1991
Moniezia expansa 2 Ba and Marchand, 1992¢
| M. beneden: 2 Ba and Marchand, 1992¢
Anoplocephalidae | Inermicapsifer guineensis 2 B4 and Marchand, 1995
fnermicapséfér mzzdagﬂsmrz'emif 2 Ba and Marchand, 1995
Stilesia globipunctata 1 Ba and Marchand, 19924
Avitellina centripunctata 1 Bé and Marchand, 1994¢
Mathevoraenia hevpestis 1 B4 and Marchand, 19944
Sudarikovina taterae 7 Present paper
Dipylidiidae Dipylidium caninum 1
| Raillietina (Raillietina) tunetensis 2 Bi and Marchand, 19944
Davaineidae Corugnia polyacantha 2 Ba and Marchand, 1994¢

twelve crested-like bodies have been described in 33 species
of cestodes belonging to twelve families and five orders
(Table 1). S. taterae is distinguished from the other cestodes
by the presence of seven crested-like bodies.

In the Cyclophyllidea, the nucleus of the mature spermato-
zoon is wound in a more or less tight spiral around the

axoneme. Nevertheless, in a hymenolepidid of birds, Retino-
metra serrata as demonstrated by Ba and Marchand (1993),
as well as in S. zaterae, it is straight and interposed between
the cortical microtubules and the axoneme.

The cortical microtubules of the spermatozoa of all the
Cyclophyllidea are spiralized (Justine, 1991). That spiralisa-
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tion is more or less considerable according to the species. In
10 species of the Cyclophyllidea, 7" ovilla as shown by Bi
et al. (1991), Hymenolepis nana by Bi and Marchand (19924),
Stilesia globipunctata by Ba and Marchand (19926), Moniezia
expansa and M. benedeni by Ba and Marchand (1992¢),
M. herpestis by Ba and Marchand (1994a), A. delafondi by Ba
and Marchand (19946), Raillietina (Raillieting) tunetensis by
Bi and Marchand (19944), Inermicapsifer guineensis and
I madagascariensis by Bi and Marchand (1995), the cortical
microtubules are spiralized on the whole of their length except
at their posterior extremity where they become parallel to the
spermatozoon axis. In S. zaterae, on the other hand, as shown
in R. serrata by Ba and Marchand (1993), the cortical micro-
tubules are only spiralized at their anterior extremity.
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Abstract

The mature E. dolosa spermatozoon exhibits an apical disc of electron-dense material about 0.1 um thick and eight helicoidal
crested-like bodies roughly 0.1 um thick. The latter are of different lengths, spiralized and make an angle of about 40° with
the spermatozoon axis. The axoneme is of the 9 + ‘1" pattern, central in regions I and II, and eccentric in regions Il and IV of
the gamete. The cortical microtubules are spiralized. The nucleus is a polylobulate compact cord of electron-dense material
0.3-0.7 pm wide, located in parallel to the axoneme and overpassing the posterior extremity. The cytoplasm contains numer-
ous electron-dense granules in regions III and IV, with an increase in electron-density at the posterior end of sperm. The con-
tour of the regions III and IV of the gamete and also that of the nucleus are irregular and polylobulate. This type of polylobu-
lation has never been described in a cestode. Similarly, an apical disc of electron-dense material has never been observed in a
cestode spermatozoon; nor has a nucleus of roughly 0.3-0.7 um in diameter been described in the Cyclophyllidea. In addition,

we report for the first time the existence of eight crested-like bodies in a cestode of birds.

Key words

Echinocoryle dolosa, Cyclophyllidea, Cestoda, ultrastructure, spermatozoon

Introduction

The order Cyclophyllidea comprises 15 families (Khalil er al.
1994) among them Hymenolepididae, parasites of birds and
mammals at their adult stages (Yamaguti 1959, Schmidt
1986). To our knowledge, only five species of the Hymeno-
lepididae have been up until now the subject of ultrastructur-
al study of spermiogenesis and/or the spermatozoon. These
are Hymenolepis diminuta (Kelsoe et al. 1977, Robinson
and Bogitsh 1978), H. nana (Bi and Marchand 1992a),
H. straminea (Ba and Marchand 1996), Retinometra serrata
(Ba and Marchand 1993) and Vampirolepis microstoma (Ba
and Marchand 1998). In the present work we describe the
ultrastructure of the spermatozoon of the sixth hymenolepi-
did species, Echinocotyle dolosa.

Materials and methods

The specimens were obtained live from the intestines of
Lonchura cuccullatus, Lonchura malabarica, Lagonosticta
senegala, Quelea quelea, Amandava subflava and Ploceus
cuccullatus. These birds belong to the order Passeriformes.
They were found already dead from bird-sailors houses in
Dakar (Senegal). Then, the worms were kept active in physi-
ological saline solution (0.9% NaCl). Portions of strobila 3—-6
cm long, made up of mature proglottids, were quickly taken
and then stretched out with a brush soaked in cold (4°C) 2.5%
glutaraldehyde buffered with a 0.1 M sodium cacodylate solu-
tion at pH 7.2. The male genitalia were removed under a
binocular microscope, fixed for about 24 h in glutaraldehyde,
rinsed for one night in a sodium cacodylate buffer, postfixed
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with cold 1% osmium tetroxide for 1 h, dehydrated with
ethanol and propylene oxide, and then embedded in epon.
Ultrathin sections (50-60 nm thick) were cut in a Reichert-
Jung ultracut E ultramicrotome, then stained with uranyl
acetate and lead citrate. They were examined in a Hitachi H-
600 electron microscope at 75 kV.

Resulis

In the spermatozoon of Echinocotyle dolosa, we were able to
disunguish five regions (I-V) from front to back exhibiting
distinctive ultrastructural characters.
n I (Figs. 1, 2, 6 and 10) roughly 0.3-0.5 pm wide,
ponds to the anterior extremity of the spermatozoon. It
chibits an apical disc of electron-dense material about 0.1
in thickness and eight helicoidal crested-like bodies. The
lie outside the cortical microtubules, and are of dif-
nt lengths about 0.1 pm thick. Thus, in cross-sections,
depending on the level of the section, their number varies
between 1 to 8. The axoneme is of the 9 + ‘1’ pattern, central
and surrounded by a thin layer of slightly electron-dense cyto-
plasm (Fig. 6). The cortical microtubules are spiralized.
Region II (Figs. 2, 3, 7 and 10) is roughly 0.5 pm wide. It
lacks crested-like bodies. As the preceding region it exhibits
spiralized cortical microtubules and a central axoneme sur-
rounded by a thin layer of slightly electron-dense cytoplasm.

Region III (Figs. 3, 4, 7 and 10) is beetween 0.5-1.5 ym ,' &
wide. It is characterized by the presence of an eccentric : N
axoneme in close contact with the helicoidal cortical micro-
ules. The cytoplasm is slightly electron-dense and contains
numerous and small granules of electron-dense material (Fig.
3 sections exhibit corrugated outlines.
n IV (Figs. 4, 8 and 10) is between 1.5-1.7 pm wide. H— Ape

numerous and small gt‘anules of elcclron-dense
cortical microtubules are spiralized. The nucle-
ross-sections exhibit undulating outlines.

igs. 5.9 and 10) is between 0.2-1.7 pm wide.
onds to the posterior extremity of the gamete. It
lac ixoneme and crested-like bodies. Nevertheless, the
asm exhibits numerous small electron-dense granules
and a ior densification (Fig. 5). The cortical micro-
bul spiralized.

Figs. 1-5. Lonzitudinal section of regions I-V of the mature Echinocotyle dolosa spermatozoon: 1 — region I, (x5,600); 2 — regions I and
1T and 11, (x70,000); 4 — regions IIT and IV, (x15,500); 5 —region V, (x53,000). Figs. 6-9. Cross-section of regions
f the matm dolosa spermatozoon: 6 — region I, (x21,600). Different number of crested-like bodies can be seen depending on the
level e S ow-heads): 7 —regions II andIH (%36,000); 8 —region IV, (x14,600); 9 —region V, (x14,000). Fig. 10. Attempted recon-
spermatozoon. To make the diagram clearer, lhe spiral coil around the axoneme of the cortical microtubules has not
n i\e\ to abbreuatmns used in all figures: Aae — axonemal anterior extremity, Ad — apical disc, Ape — axonemal posterior
Ax — anoneme, Cb — crested-like body, Cm — cortical microtubule, Ct — cytoplasm, D — posterior densification, Dm — posterior
: tenial, G — electron-dense granule, N — nucleus




134

Ajssatou Bé et al.

Table 1. Comparison of some morphometric characters of the apical cone, the crested-like body and the nucleus in the spermatozoa of th
Cyclophyllidea. The sign *~’ indicates a lack of information on the considered character

Family Species Apical cone Crested-like body Nucleus References
length  widthat no. thickness angle of width
(nm) the base (um)  spiralization  (um)
(m)
Anoplocephalidae  Aporina delafondi 0.30 0.15 5 15-40 - - Ba and Marchand 1994a
Thysaniezia ovilla 0.6 0.2 2 80 40-50° B Bé eral 1991
Moniezia expansa 1 0.25 2 30-60 40° - Bi and Marchand 1992¢
Moniezia benedeni 1 0.25 2 3040 40° - B2 and Marchand 1992¢c
Inermicapsifer - 0.15 2 - - 10-75 B2 and Marchand 1995
guineensis
Inermicapsifer - 020 2 - - 30-150 B2 and Marchand 1995
madagascariensis
Stilesia 1.25 0.5 1 - 50° - Ba and Marchand 1992b
globipuncrata
Avitellina 0.7 0.3 1 150-200 35° - Ba and Marchand 1994b
centripunctata
Mathevotaenia - 0.1 1 - - - Bi and Marchand 1994c
herpestis
Anoplocephaloides 1.40 035 2 140 - - Miquel and Marchand 1998a
dentata
Paranoplocephala 0.90 020 2 180 - - Miquel and Marchand 1998b
omphalodes
Sudarikovina taterae 0.5 0.1 7 50-100 - - Ba et al. 2000
Mesocestoididae ~ Mesocestoides - - 1 100-150 0° - Miquel er al. 1999
litteratus
Dipylidiidae Dipylidium caninum 0.6 04 1 150 40° - Migquel and Marchand 1997
Miquel et al. 1998
Davaineidae Raillietina (R.) - 0.3 2 100-200 - - B2 and Marchand 1994d
lunetensis
Cotugnia - 0.1 2 - - - Bé and Marchand 1994¢
polyacantha
Catenotaeniidae Catenotaenia pusilla ~ 1.75 0225 2 75 40° - Hidalgo et al. 2000
Skrjabinotaenia 2.5 0.20 2 - - - Miquel et al. 1997
lobata
Taeniidae Taenia mustelae 1.9 0.25 1 75 - - Miquel er al. 2000
Hymenolepididae = Retinometra serrata 0.5 0.35 6 - - - Ba and Marchand 1993
Hymenolepis nana - 025 12 - = - Bé and Marchand 1992a
Hymenolepis 0.75 0.1 8 50-100 - = Ba and Marchand 1996
straminea
Vampirolepis - - 6 100-200 - - B4 and Marchand 1998
microstoma
Echinocoryle dolosa 0.1 0.3 8 100 40° 300-1000  Present paper

Discussion

The crested-like body or bodies always indicate the anterior
extremity of the cestode spermatozoon (Bé et al. 1991). Con-
sequently, the extremity with crested-like bodies of the E. do-
losa spermatozoon corresponds to its anterior extremity and
the one without crested-like bodies to its posterior extremity.

One, two, three, five, six, seven, eight and twelve crested-
like bodies have been described in the spermatozoa of 39 ces-
tode species spread over 32 genera 14 families and 5 orders
(Ba et al. 2000, Miquel ef al. 2000). In E. dolosa, we count-

ed eight crested-like bodies as in Hymenolepis straminea par-
asitic of the rodent Arvicanthis niloticus.

An apical cone of electron-dense material of different
lengths has been described in the front of the spermatozoon
of 23 Cyclophyllidea (Table I). The E. delosa spermatozoon is
distinguished by its apical electron-dense material which
forms a disc of about 0.1 um long and 0.3 pm wide.

In the Cyclophyllidea, the number, thickness and angle of
spiralization of crested-like bodies in the spermatozoa vary
according to the species (Table I). In E. dolosa, they are 8,
roughly 100 nm thick and 40° with the spermatozoon axis.
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The nucleus of the spermatozoon of most of the Cy-
clophyllidea (Swiderski 1970, Swiderski and Mokhtar-
Maamouri 1980, B4 and Marchand 1994d, B2 ef al. 2000,
Miquel et al. 2000) exhibits a longitudinal groove containing
the flagellum. Therefore, in cross-section it usually appears
crescent-shaped. However, the nucleus of the Marhevotaenia
herpestis (B4 and Marchand 1994c¢) is very flattened and may
completely envelop the axoneme. In this i
nular cross-section. In Raillietina (R.)
Marchand 1994d), Cotugnia polyacantha (
1994¢), Hymenolepis straminea (B4 and Marchand 1996),
Skriabinotaenia lobata (Miquel er al. 1997), Taenia musrelae
(Miquel er al. 2000) and Carenoraenia pusilla (Hidalgo et al.
2000}, the nucleus envelops the axoneme even more com-
pletely, coiling round it ence or twice. In the particular cases
of Retinometra serrata (B4 and Marchand 1993) and Su-
darikovina raterae (B et al. 2000), the nucleus is straight and
interposes itself between the axoneme and the cortical micro-
tubules. In cross-section, it is horse-shoe shaped in R. serra-
ta and more or less circular in S. taterae. In E. dolosa, the
nucleus runs alongside the axoneme and does not coil around
it. Unlike, in the other cestodes, the nucleus is polylobulate
with an irregular contour with a diameter varying from 0.3 to
0.7 pm. To our knowledge, such a nuclear size has never been
described before in a Cyclophyllidea.

The cestode spermatozoon, seen in cross-section, reveals
a more or less regular outline (Ba and Marchand 1992a, b,
1993, 1994a-f, 1995, 1996, 1998; B er al. 1991, 2000), con-
trary to that of the E. dolosa spermatozoon which appears
rather corrugated-shaped with irregular contours notably in
the regions IIT and I'V, which was so far never observed.
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Abstract The mature Raillietina (Raillietina) baeri sper-
matozoon exhibits an apical cone of electron-dense
material about 2.5 um long and 0.5 pm wide and two
helicoidal crest-like bodies roughly 100-125 nm thick.
The latter are of different lengths, spiralized and stand in
an angle of about 50° with the spermatozoon axis. The
axoneme is of the 9 + ““1”” pattern and does not reach the
posterior extremity of the gamete. The nucleus is an
electron-dense cord coiled in a spiral around the axoneme.
The cytoplasm exhibits a posterior densification and
contains few small electron-dense granules in regions I, I1
and V of the spermatozoon. In regions III and IV, it is
divided into irregular compartments by walls of electron-
dense material. The cortical microtubules are spiralized
and make an angle of 40-50° to the spermatozoon axis. In
this work, we describe, for the first time, a spermatozoon
of a davaineidaean cestode parasitic of mammals. This
has enabled us to show a wide apical cone, which has never
been described before in a cyclophyllidean species the
spermatozoon of which has two crest-like bodies.

Keywords Ultrastructure - Spermatozoon - Raillietina -
Cyclophyllidea - Davaineidae

Introduction

The order Cyclophyllidea comprises 15 families (Khalil
et al. 1994) among which the Davaineidae which are
parasites of birds and mammals at their adult stages
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(Yamaguti 1959; Schmidt 1986). To our knowledge,
only two species of Davaineidae belonging to two gen-
era, both parasitic of birds, have been up until now the
subject of ultrastructural study of spermiogenesis and/or
the spermatozoon, up till now. These are Cotugnia
polyacantha (Ba and Marchand 1994a) and Raillietina
(Raillietina) tunetensis (Ba and Marchand 1994b). In the
present work, we describe the ultrastructure of the
spermatozoon of Raillietina (Raillietina) baeri. The latter
was previously reported in Burma and Africa from the
rodents, Mus coucha and Rattus rattus (Meggitt and
Subramanian 1927; Schmidt 1986).

Materials and methods

The specimens of Raillietina (Raillietina) baeri (Meggitt
and Subramanian 1927) were gathered live from the
small intestine of Mastomys huberti (Rodent) collected
in Richard-Toll, North Senegal. Then, the worms were
kept active in physiological saline solution (0.9 %
NaCl). Portions of strobila 3-6 cm long, made up of
mature proglottids, were quickly taken and then stret-
ched out with a brush soaked in cold (4°C) 2.5% glu-
taraldehyde buffered with 0.1 M sodium cacodylate
solution at pH 7.2. The male genitalia were removed
under a binocular microscope, fixed for about 24 h in
glutaraldehyde, rinsed for one night in a sodium caco-
dylate buffer, postfixed with cold 1% osmium tetroxide
for 1 h, dehydrated with ethanol and propylene oxide,
and then embedded in epon. Ultrathin sections (50—
60 nm thick) were cut on a LKB Ultramicrotome with
diamond knife, then stained with uranyl acetate and lead
citrate. They were examined in a Hitachi H-600 electron
microscope at 75 kV.

Results

The mature Raillietina (Raillietina) baeri spermatozoon
has no mitochondria, is filiform and tapered at both
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Fig. 1-10 scale bars=0.5 pm

Fig. 1-7 Longitudinal sections of regions -V of the mature
Raillietina (Raillietina) baeri spermatozoon

Fig. 1 Region I showing the apical cone and the crest-like bodies of
electron-dense material

Fig. 2 Region I showing the crest-like bodies (Ch) wound in a
spirale around the cortical microtubules (Cm). A axoneme; C
centriole

Fig. 3 Regions I and II. Cb crest-like body

Fig. 4 Regions II and III. W intracytoplasmic wall of electron-
dense material

Fig. 5 Regions III and IV. 4 axoneme; Sh periaxonemal sheath of

electron-dense material; W intracytoplasmic wall of electron-dense
material

Fig. 6 Regions IV and V. 4 axoneme; N nucleus

Fig. 7 Region V. G electron-dense granule

Fig. 8-10 Cross sections of regions I-III of the mature Raillietina
(Ruaillietina) baeri spermatozoon

Fig. 8 Region 1 showing one (Ch) and two crest-like bodies
(arrowheads). Cm cortical microtubules

Fig. 9 Region II. Sh periaxonemal sheath of electron-dense
material

Fig. 10 Region III. Sh periaxonemal sheath of electron-dense
material; W intracytoplasmic wall of electron-dense material
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Fig. 11 Attempted reconstruction of the mature spermatozoon. Ax
axoneme, Aae axonemal anterior extremity, Ac apical cone, Ape
axonemal posterior extremity, Ase anterior spermatozoon extrem-
ity, C centriole; Ch crest-like body, Cm cortical microtubule, G
electron-dense granule, N nucleus, Ps periaxonemal sheath of

ends (Figs. 1, 7 and 11). Five regions (I-V) could be
distinguished from front to back exhibiting distinctive
ultrastructural characters.

‘vf_._ Pse

1 ym

Ape

Region I (Figs. 1, 2, 3, 8, 11) varies in width from
0.2 to 0.5 um. It corresponds to the anterior extremity
of the spermatozoon. It exhibits an apical cone of
slightly electron-dense material about 2.5 um long and
0.5um wide at its base, and two helicoidal crest-like
bodies of about 100 nm thick. The latter lie outside
the cortical microtubules and are of different lengths.
Thus, in cross-sections, depending on the level of the
section, their number varies between 1 and 2 (Fig. 8).
The axoneme is of the 9 + ““1” pattern and central. It



176

Table 1 Comparison of few characters of the crest-like body and the apical cone of the Cyclophyllidea spermatozoon

Families Genus and species Crest-like body Apical cone
n  Angle of Thickness Length Width References
spiralization (nm) (um) (um)
Anoplocephalidae  Anoplocephaloides dentata 2 - 140 1.40 0.35 Miquel and Marchand
(1998a)
Aporina delafondi 5 - 15-40 0.3 0.15 Ba and Marchand. (1994b)
Avitellina centripunctata 1 35° 150-200 0.7 0.3 Ba and Marchand (1994a)
Inermicapsifer guineensis 2 - - - 0.15 Ba and Marchand (1995)
Inermicapsifer madagascariensis 2 - - - 0.20 Ba and Marchand (1995)
Moniezia benedeni 2 40° 30-60 1 0.25 Ba and Marchand (1992b)
Mathevotaenia herpestis 1 - - - 0.1 Ba and Marchand (1994e)
Moniezia expansa 2 40° 30-60 1 0.25 Ba and Marchand (1992b)
Paranoplocephala omphalodes 2 - 180 0.90 0.20 Miquel and Marchand
(1998b)
Stilesia globipunctata 1 50° - 1.25 0.5 Ba and Marchand (1992c¢)
Sudarikovina taterae 7 - 50-100 0.5 0.1 Ba et al. (2000)
Thysaniezia ovilla 2 40-50° 80 0.6 0.2 Ba et al. (1991)
Catenotaeniidae Catenotaenia pusilla 2 40° 75 1.75 0.225  Hidalgo et al. (2000)
Skrjabinotaenia lobata 2 - 2.5 0.20 Miquel et al. (1997)
Davaineidae Cotugnia polyacantha 2 - - - 0.1 Ba and Marchand (1994f)
Raillietina (Raillietina) baeri 2 50° 100-125 2.5 0.5 Present work
Raillietina ( Raillietina) tunetensis 2 — 100-200 - 0.3 Ba and Marchand (1994d)
Dipylidiidae Dipylidium caninum 1 40° 150 0.6 0.4 Miquel et al. (1998)
Hymenolepididae  Echinocotyle dolosa 8  40° 100 0.1 0.3 Ba et al. (2002)
Hymenolepis straminea 8 - 50-100 0.75 0.1 Ba and Marchand (1996)
Hymenolepis nana 12 - - - 0.25 Ba and Marchand (1992a)
Retinometra serrata 6 - - 0.5 0.35 Ba and Marchand (1993)
Vampirolepis microstoma 6 - 100-200 - - Ba and Marchand (1998)
Mesocestoidae Mesocestoides litteratus 1 20° 100-150 - - Miquel et al. (1999)
Taeniidae Taenia mustelae 1 - 75 1.9 0.25 Miquel et al. (2000)
Taenia parva 1 - 60 1.9 0.225  Ndiaye et al. (2003)

e

is surrounded by a sheath of electron-dense material
and a thin layer of slightly electron-dense cytoplasm
that contains some scarce granules of electron-dense
material (Fig. 8). The cortical microtubules are spi-
ralized and appear in longitudinal and transverse
sections in the form of a layer of continous dense
material in close contact with the plasma membrane
(Figs. 2-10).

Region IT (Figs. 3, 4,9, 11) is roughly 0.5 pm wide. It
lacks crest-like bodies. As the preceeding region it
exhibits spiralized cortical microtubules and a central
axoneme surrounded by a sheath of electron-dense
material (Fig. 9). The cytoplasm contains few small
granules of electron-dense material.

Region III (Figs. 4, 5, 10, 11) is roughly 0.5 um in
width. The axoneme is central and surrounded by a
sheath of electron-dense material and a lucent cyto-
plasm (Fig. 5).The latter is divided into compartments
by irregularly spaced partitions of electron-dense
material which join the periaxonemal sheath of elec-
tron-dense material to the cortical microtubules
(Figs. 5, 10).

Region IV (Figs. 5,6, 11)is 0.6 um wide at the most.
It is characterized by the presence of a nucleus. This is a
fine compact cord of elecron-dense material about 50—
100 nm thick, coiled in a helix around the axoneme

indicates luck of information on the considered character. n number of crest-like bodies

(Figs. 5, 6). In the cross section, depending on the level
where the section is cut, it envelops partially or entirely
the axoneme. The cytoplasm is slightly electron-dense
and contains numerous walls of electron-dense material
between the peri-axonemal sheath and the spiralized
cortical microtubules (Fig. 5).

Region V (Figs. 6, 7, 11) is between 0.1 um and
0.3 um wide. It corresponds to the posterior end of the
gamete. It lacks an axoneme and crest-like bodies.
Nevertheless, the cytoplasm exhibits numerous and
small granules of electron-dense material and a posterior
densification (Figs. 7, 11). The cortical microtubules are
still spiralized.

Discussion

The crest-like body (or bodies), if it exists, always indi-
cates the anterior extremity of the Eucestodes sperma-
tozoon (Ba et al. 1991). Consequently, the extremity
with crest-like bodies of the Raillietina (Raillietina) baeri
spermatozoon corresponds to its anterior extremity, and
the extremity without crest-like bodies to its posterior
extremity.

One, 2, 5, 6-8 and 12 crest-like bodies of different
thicknesses have been described in the spermatozoa of



25 cyclophyllidean species spread over 21 genera and 7
families (Table 1).

The angle of spiralization of crest-like bodies in the
cestodes spermatozoon varies according to the species
(Table 1). It has been estimated at 20° in Mesocestoides
litteratus (Miquel et al. 1999), 35° in Avitellina centri-
punctata (B4 and Marchand 1994a), 40° in Moniezia
expansa and M. benedeni (Ba and Marchand 1992b),
Dipylidium caninum (Miquel et al. 1998), Catenotaenia
pusilla (Hidalgo et al. 2000) and Echinocotyle dolosa (Ba
et al. 2002), and between 40° and 50° in Thysaniezia
ovilla (Ba et al. 1991). It is about 50° in Raillietina
(Raillietina) baeri as well as in Stilesia globipuntata (Ba
and Marchand 1992c).

The thickness of crest-like body or bodies also varies
according to the cestode species (Table 1). It has been
evaluated at 1540 nm in Aporina delafondi (Ba and
Marchand 1994b), 3040 nm and 30-60 nm in Moni-
ezia expansa and M. benedeni respectively (Ba and
Marchand 1992b), 75 nm in Catenotaenia pusilla (Hi-
dalgo et al. 2000) and Taenia mustelae (Miquel et al.
2000), 80 nm in Thysaniezia ovilla (Ba et al. 1991), 50—
100 nm in Sandonella sandoni (B4 and Marchand
1994c¢), Sudarikovina taterae (Ba et al. 2000) and
Hymenolepis straminea (Ba and Marchand 1996),
140 nm in Anoplocephaloides dentata (Miquel and
Marchand 1998a), 150 nm in Dipylidium caninum
(Miquel et al. 1998), 180 nm in Paranoplocephala om-
phalodes (Miquel and Marchand 1998b), 100 to 150 nm
in Mesocestoides litteratus (Miquel et al. 1999), 100—
200 nm in Raillietina (Raillietina) tunetensis (Ba and
Marchand 1994d) and Vampirolepis microstoma (Ba
and Marchand 998), 150-200 nm in Avitellina centri-
punctata (Ba and Marchand 1994a). It is between 100—
125 nm in Raillietina (Raillietina) baeri

An apical cone has been described in the front of the
spermatozoon of 25 cyclophyllidean cestodes (Table 1).
Its length varies between 0.1 and 2.5 um and its width is
from 0.1 um to 0.5 um (Ba et al. 2002). In Raillietina
(Raillietina) baeri, the apical cone is about 2.5 pm long
and 0.5 pm wide at its base. To our knowledge, an apical
cone of such a width has never been described before in
a cyclophyllidean species the spermatozoon of which has
two crested-like bodies (Table 1).

The width of the nucleus varies according to the
cestode species. It has been estimated between 10 nm to
75 nm in Inermicasifer guineensis (B4 and Marchand
1995), 30-150 nm in [. madagascariensis (B4 and
Marchand 1995) and 300-700 nm in Echinocotyle dolosa
(Ba et al. 2002). In Raillietina (Raillietina) baeri, it
measures between 50 nm to 100 nm width.
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Ultrastructure of the spermatozoon of Paroniella reynoldsae
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Abstract

The mature Paroniella reynoldsae spermatozoon exhibits an apical cone of electron-dense material about 2.2 um long and
0.65 um wide at its base and two helicoidal crest-like bodies roughly 100 to 150 nm thick. The latter are of different lengths,
spiralled and make an angle of about 45° with the spermatozoon axis. The axoneme is of the 9 + ‘1’ trepaxonematan pattern
and does not reach the posterior extremity of the gamete. The nucleus is an electron-dense cord 0.25 pm thick coiled in a spi-
ral around the axoneme. The cytoplasm exhibits a posterior densification and contains few small electron-dense granules in
regions I, IT and V of the spermatozoon. In regions III and IV, it is divided into irregular compartments by walls of electron-
dense material. The cortical microtubules are spiralled at an angle of about 45°. The presence of an electron-lucent apical cone
containing numerous small granules of electron-dense material has never, to our knowledge, been reported in a cestode.
Likewise, a crest-like body forming a terminal spot of electron-dense material located in the prolongation of the apical cone
has never been described before in a cestode. Moreover, in this study, we try to show the existence of tight reciprocal phylo-
genetic relationships between genera within the Davaineidae and the Anoplocephalidae.

Key words
Ultrastructure, spermatozoon, Paroni€lla, Cestoda, Cyclophyllidea, Corvus albus, Aves

Introduction

The order Cyclophyllidea comprises 15 families (Khalil et al.
1994) including the Davaineidae which are parasites of birds
and mammals (Yamaguti 1959, Schmidt 1986). This family
comprises four subgenera Fuhrmannetta, Paroniella, Raillie-
tinaand Skrjabinia(Schmidt 1986) which were elevated to ge-
neric rank by Movsesyan (1966). Khalil et al. (1994) consid-
ered the generic significance of the number of eggs and the
disposition of genital pores. Consequently they consider the
four subgenera as genera. To our knowledge, only three spe-
cies of Davaineidae belonging to two genera, parasitic of
birds, have been up until now the subject of ultrastructural
study of spermiogenesis and/or the spermatozoon. These are
Raillietina carneostrobilata (Polyakova-Krusteva and Vas-
silev 1973), R. tunetensis (Ba and Marchand 1994d) and Co-

tugnia polyacantha (Ba and Marchand 1994f). Nevertheless,
within these ultrastructural works, the study of R. carneostro-
bilata is scarcely illustrated and lacks a complete description
of the ultrastructural features of the spermatozoon. In the pres-
ent study, we describe the ultrastructure of the spermatozoon
of another davaineid species belonging to the genus Paroniel-
la (P. reynoldsae).

Materials and methods

The specimens of Paroniella reynoldsae Meggitt, 1926 were
gathered live from the small intestine of Corvus albus (Aves,
Corvidae). Then, the worms were kept active in physiologi-
cal saline solution (0.9% NacCl). Portions of strobila 3—6 cm
long, made up of mature proglottids, were quickly taken and

*Corresponding author: cheikhtidianebal@yahoo.fr
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then stretched out with a brush soaked in cold (4°C) 2.5% glu-  lar microscope, fixed for about 24 h in glutaraldehyde, rinsed
taraldehyde buffered with 0.1 M sodium cacodylate solution  several times in a sodium cacodylate buffer, then left over-
at pH 7.2. The male genitalia were removed under a binocu-  night in the same buffer, postfixed with cold (4°C) 1% os-

Fig. 1. Longitudinal section of region I of the mature Paroniella reynoldsae spermatozoon. Note the terminal densification of the crest-like
bodies located at the front of the slightly electron-dense apical cone which is filled with numerous small granules of electron-dense materi-
al. Fig. 2. Longitudinal section of regions II and III of the mature spermatozoon. Fig. 3. Longitudinal section of regions III and IV of the
mature spermatozoon. Fig. 4. Longitudinal section of region V of the mature spermatozoon. Fig. 5. Cross-section of region I of the mature
spermatozoon showing one crest-like body. Fig. 6. Cross-section of region I of the mature spermatozoon showing two crest-like bodies (arrow-
heads). Fig. 7. Cross-section of region II of the mature spermatozoon. Fig. 8. Cross-section of region III of the mature spermatozoon.
Fig. 9. Cross-section of region IV of the mature spermatozoon. Fig. 10. Cross-section of region V of the mature spermatozoon. Scale bars =
0.5 um (Figs 1-10). Abbreviationsto all figures: Aae — axonemal anterior extremity, Ac — apical cone, Ace — apical cone extremity, Ape —
axonemal posterior extremity, Ax — axoneme, C — centriole, Cb — crest-like body, Cm — cortical microtubules, D — posterior densification,
G — electron-dense granule, N — nucleus, Ps — periaxonemal sheath, W — intracytoplasmic walls
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Fig. 11(1-V). Attempted reconstruction of the mature P. reynoldsae spermatozoon
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mium tetroxide for 1 h, dehydrated in an ethanol series and
propylene oxide, and then embedded in Epon. Ultrathin sec-
tions (50—-60 nm thick) were cut on a LKB Ultramicrotome
with diamond knife, then stained with uranyl acetate and lead
citrate. They were examined in a Hitachi H-600 electron mi-
croscope at 75 kV.

Results

The mature Paroniella reynol dsae spermatozoon has no mito-
chondria, and is filiform and tapered at both ends (Figs 1, 4
and 11I). We were able to distinguish five regions (I-V) along
the longitudinal axis exhibiting distinctive ultrastructural
characters.

Region I (Figs 1, 5, 6 and 111) varies in width from 0.65
to 1 pm. It corresponds to the anterior extremity of the sper-
matozoon. It exhibits an apical cone of electron-lucent mate-
rial about 2.2 um long and 0.65 pm wide at its base, filled with
numerous small granules of electron-dense material, and two
helicoidal crest-like bodies of about 100—150 nm thick. The
latter lie outside the cortical microtubules on a distance of
about 5-6 um long, form a terminal densification at the front
of the apical cone (Fig. 1) and are of different lengths. Thus, in
cross-sections, depending on the level of the section, their
number varies between 1 and 2 (Figs 5 and 6). The axoneme
is of the 9 + ‘1’ trepaxonematan pattern and centrally located.
It is surrounded by a sheath of electron-dense material and a
thin layer of slightly electron-dense cytoplasm that contains
few granules of electron-dense material (Fig. 1). The cortical
microtubules are spiralled at an angle of about 45° and appear
in longitudinal and transverse sections in the form of a layer of
continuous dense material in close contact with the plasma
membrane (Figs 1, 5 and 6).

Region II (Figs 2, 7 and 111I) is approximately 1 pm wide
at the most. It lacks crest-like bodies. As the preceding region,
it exhibits spiralled cortical microtubules and a central axo-
neme surrounded by a periaxonemal sheath of electron-dense
material (Fig. 7). The cytoplasm contains few small granules
of electron-dense material.

Region III (Figs 2, 3, 8 and 111II) is between 0.5 to 1 um
in wide. The axoneme is central and surrounded by a periax-
onemal sheath of electron-dense material and a lucent cyto-
plasm (Figs 3 and 8). The latter is divided into compartments
by irregularly spaced partitions of electron-dense material (the
transverse intracytoplasmic walls), which join the periaxo-
nemal sheath of electron-dense material to the cortical micro-
tubules (Figs 3 and 8).

Region IV (Figs 3, 9 and 111V) is between 0.5 to 1 pm
wide. It is characterized by the presence of a nucleus which
is a fine compact cord of electron-dense material, approxi-
mately 0.25 pm thick, coiled in a helix around the axoneme
(Fig. 3). In cross-section, depending on the level where the
section is cut, it envelops more or less entirely the axoneme
(Figs 9 and 11). The cytoplasm is slightly electron-dense and
contains numerous walls of electron-dense material between

the periaxonemal sheath and the spiralled cortical microtu-
bules (Fig. 3).

Region V (Figs 4, 10 and 11V) is between 0.5 to 0.25 pm
wide. It corresponds to the posterior end of the gamete. It
lacks walls of electron-dense material and crest-like bodies.
Nevertheless, the cytoplasm exhibits few small granules of
electron-dense material, a central axoneme surrounded by a
periaxonemal sheath and a posterior densification (Figs 4 and
11). The cortical microtubules become parallel to the sperma-
tozoon axis (Fig. 10).

Discussion

The crest-like body or bodies always marks the anterior ex-
tremity of the cestode spermatozoon (B4 et al. 1991). Conse-
quently, the extremity with crest-like bodies of the Paroniella
reynoldsae spermatozoon corresponds to its anterior extrem-
ity and the extremity without crest-like bodies to its posterior
extremity.

In most of the Cyclophyllidea and the Proteocephalidea
(Nomimoscolex sp. and Sandonella sandoni), the crest-like
body initiates its helicoidal course as soon as it reaches the
apical cone base (Table I). On the other hand, in the Cateno-
taeniidae (Miquel et al. 1997, Hidalgo et al. 2000), the Ano-
plocephalidae (B4 and Marchand 1992a, b, 1994e, 1995) and
the Taeniidae (Miquel et al. 2000, Ndiaye et al. 2003a), it runs
along one part or the whole length of the apical cone. In P.
reynoldsae, the crest-like body forms a terminal densification
at the front of the apical cone. As far as we know, such a ter-
minal electron-dense spot has never been reported before in a
cestode spermatozoon.

The angle of spiralization of crest-like bodies in the ces-
tode’s spermatozoon varies according to the species. It has
been estimated at 20° in Mesocestoides litteratus (Miquel et
al. 1999), 35° in Avitellina centripunctata (Ba and Marchand
1994a), 40° in Moniezia expansa and M. benedeni (B4 and
Marchand 1992a), Dipylidium caninum (Miquel and Mar-
chand 1997), Catenotaenia pusilla (Hidalgo et al. 2000) and
Echinocotyle dolosa (B4 et al. 2002), 50° in Silesia globi-
punctata (Ba and Marchand 1992b), and between 40 and 50°
in Thysaniezia ovilla (B& et al. 1991). It is about 45° in P.
reynoldsae.

The thickness of crest-like body or bodies also varies ac-
cording to the cestode species ranging from 15 to 200 nm.
Thus, the crest-like bodies are thin (15—40 nm) in the sper-
matozoon of Aporina delafondi (Ba and Marchand 1994b)
whereas their maximal thickness (up to 200 nm) has been
shown in spermatozoa of Raillietina tunetensis (Ba and Mar-
chand 1994d), Rodentol epis microstoma (= Vampirolepis mi-
crostoma) (Ba and Marchand 1998) and Avitellina centri-
punctata (Ba and Marchand 1994a). It is between 100 to 150
nm in P. reynoldsae.

An apical cone has been described in the front of the sper-
matozoon of 26 cyclophyllidean and two proteocephalidean
cestodes (Nomimoscolex sp. and Sandonella sandoni). Its



Tablel. Comparison of few characters present in anterior extremity of the spermatozoon (crest-like body and apical cone) of cestodes belonging to the Proteocephalidea and Cyclophyllidea

orders
Crest-like body Apical cone
Order Family Genus and species angle of thickness anterior aspect of length width at References
spiralization (nm) extremity  constitutive (um) its base
material (um)
Anoplocephalidae  Anoplocephal oides dentata - 140 B D 1.40 0.35 Miquel and Marchand 1998a
Aporina delafondi - 15-40 B D 0.3 0.15 Béa and Marchand 1994b
Avitellina centripunctata 35° 150-200 B D 0.7 0.3 Ba and Marchand 1994a
Gallegoides arfaai - 140 B L 1 0.275  Miquel et al. 2004
Inermicapsifer guineensis - - A D - 0.15 Béa and Marchand 1995
|. madagascariensis - - A D - 0.20 Ba and Marchand 1995
Moniezia benedeni 40° 30-60 A D 1 0.25 B4 and Marchand 1992a
Mathevotaenia herpestis - - A D - 0.1 Béa and Marchand 1994e
Moniezia expansa 40° 30-60 B D 1 0.25 Ba and Marchand 1992a
Paranoplocephala omphal odes - 180 B D 0.90 0.20 Miquel and Marchand 1998b
Stilesia globipunctata 50° - A D 1.25 0.5 Béa and Marchand 1992b
Sudarikovina taterae - 50-100 B D 0.5 0.1 Bé et al. 2000
Thysaniezia ovilla 40-50° 802 B D 0.6 0.2 Baetal. 1991
Catenotaeniidae Catenotaenia pusilla 40° 75 A D 1.75 0.225  Hidalgo et al. 2000
Skrjabinotaenia lobata - - A D 2.5 0.20 Miquel et al. 1997
Cyclophyllidea Davaineidae Paroniella reynoldsae 45° 100-150 A L 2.2 0.6 present study
Raillietina tunetensis - 100-200 B D - 0.3 B4 and Marchand 1994d
Dipylidiidae Dipylidium caninum 40° 150 B D 0.6 0.4 Miquel and Marchand 1997
Joyeuxiella echinorhyncoides - 150 B D 2.0 0.285  Ndiaye et al. 2003b
J. pasqualei - 75 B D 2.0 0.285  Ndiaye et al. 2003b
Hymenolepididae  Echinocotyle dolosa 40° 100 B D 0.1 0.3 Bé etal. 2002
Rodentolepis straminea - 50-100 B D 0.75 0.1 B4 and Marchand 1996
(= Hymenolepis straminea)
Rodentol epis microstoma - 100-200 - - - - B& and Marchand 1998
(= Vampirol epis microstoma)
Cladogynia serrata - - B L 0.5 0.35 Béa and Marchand 1993
(=Retinometra serrata)
Mesocestoididae Mesocestoides litteratus 20° 100-150 B D - - Miquel et al. 1999
Taeniidae Taenia mustelae - 75 A D 9 0.25 Miquel et al. 2000
T. parva - 60 A D 1.9 0.225  Ndiaye et al. 2003a
Monticellidae Nomimoscolex sp. - - B D - - SPne et al. 1997
Proteocephalidae  Proteocephal us torulosus - 80-100 - - - - Brunianska et al. 2003a
P. longicollis - 60-100 - - - - Brufianska et al. 2003b
Proteocephalidea Electrotaenia malopteruri - 60-150 - - - - Brunanska et al. 2004a
Corallobothrium solidum - 30-200 - - - - Bruiianska et al. 2004b
Sandonella sandoni - 50-100 B D 1 - Bé& and Marchand 1994c¢
A — stops after it runs along the apical cone; B — stops as soon as it reaches the apical cone base; D — electron-dense; L — electron-lucent or slightly electron-dense; “—” lack of informa-

tion on the considered character.
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length varies between 0.1 and 2.5 pm and its width is from 0.1
to 0.5 um (see Table I). In P. reynoldsae, the apical cone is
about 2.2 um long and 0.65 pm wide at its base.

In most cases, the apical cone of the cestode spermatozoon
is made up of material which may be electron-dense, slightly
electron-dense or electron-lucent (Table I). In P. reynoldsae
spermatozoon the apical cone is electron-lucent, but distin-
guishes from that in other cestodes by the fact that it contains
numerous small granules of electron-dense material.

The width of the nucleus varies according to the cestode
species. It has been estimated to be between 10 to 75 nm in
Inermicapsifer guineensis(Ba and Marchand 1995), 30 to 150
nm in |. madagascariensis (Ba and Marchand 1995), and 300
to 700 nm in Echinocotyle dolosa (Ba et al. 2002). It is
approximately 250 nm wide in P. reynoldsae.

Schmidt (1986), taking into consideration the number of
eggs per uterine capsule and the disposition of genital pores,
identified four subgenera in the genus Raillietina. These are
Fuhrmannetta, Paroniella, Raillietina and Skrjabinia. How-
ever, Khalil et al. (1994) recognized these subgenera as genera
“following recognition of the generic significance of the num-
ber of eggs per capsule plus genital pores unilateral or irreg-
ularly alternating”. Nevertheless, when we compare the sper-
matozoon of P. reynoldsae to that of R. tunetensis (Ba and
Marchand 1994d), we can see that they are so similar to each
other that it is impossible to make any ultrastructural differ-
ences between the genera Paroniella and Raillietina.

In the same manner, when we compare ultrastructural char-
acters of the spermatozoon of the davaineids R. tunetensis
(Ba and Marchand 1994d), Cotugnia polyacantha (B4 and
Marchand 1994f) and P. reynoldsae (present study) to those of
the anoplocephalidacans Avitellina centripunctata (Ba and
Marchand 1994a), |. guineensis and |. madagascariensis (Ba
and Marchand 1995), we can put into evidence many similar-
ities between them. In fact, the spermatozoon of all these spe-
cies exhibits an apical cone of more or less electron-dense
material, two crest-like bodies of different lengths, spiralled
cortical microtubules, an electron-dense nucleus, a periaxo-
nemal sheath of electron-dense material, intracytoplasmic
walls of electron-dense material, a slightly electron-dense
cytoplasm containing granules of electron-dense material and
a posterior densification.

All these common characters seem to show close phylo-
genetic relationships between the genera Raillietina (Ba and
Marchand 1994d), Cotugnia (Ba and Marchand 1994f) and
Paroniella (present study) on the one hand, between the
Avitellina and the Inermicapsifer on the other hand. They also
confirm the existence of phylogenetic affinities between the
Davaineidae and the Anoplocephalidae (Baer 1927, Schmidt
1986).
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Abstract The mature Bothriocephalus claviceps spermato-
zoon is filiform and tapered at both extremities. It contains
two axonemes of unequal lengths of the 9+“1” pattern of
the trepaxonemata. The anterior extremity exhibits an apical
cone of an electron-dense material about 6.6 um long by
0.2 um wide at its base and a crest-like body making an
angle of about 40° with the spermatozoon axis. It is
spiralized around the whole extremity of the spermatozoon.
The nucleus is a cord of electron-dense material that
interposes itself between the two axonemes. The cortical
microtubules are of two types: hollow-centred and electron-
dense centred. The cytoplasm is slightly electron dense and
contains numerous electron-dense granules in regions III,
IV, and V of the spermatozoon. The anterior and posterior
extremities of the spermatozoon contain a single axoneme.
The presence of an apical cone of the electron dense
material has never, to our knowledge, been reported in the
Pseudophyllidea. In addition, we show for the first time the
existence of a crested body in the Bothriocephalidae.
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Introduction

The order Pseudophyllidea comprises six families (Khalil et
al. 1994). They are, at their adult stages, parasites of
vertebrates, predominantly of fishes. To our knowledge,
only five species have been up till now the subject of
ultrastructural study of spermiogenesis and/or the sperma-
tozoon. These are Diphyllobothrium latum (1965; Levron et
al. 2006b), Bothriocephalus clavibothrium (Swiderski and
Mokhtar-Maamouri 1980), Duthiersia fimbriata (Justine
1986), Eubothrium crassum (Brunanska et al. 2002), and
Paraechinophallus japonicus (Levron et al. 2006a). In the
present work, we describe the ultrastructure of the
spermatozoon of a sixth species, Bothriocephalus claviceps.

Materials and methods

The specimens of Bothriocephalus claviceps were gathered
live from the intestine of Anguilla anguilla, a fish teleostei.
Then, the worm were kept active in physiological saline
solution (0.9% NaCl). Portions of strobila 3—6 cm long,
made up of mature proglottids, were quickly taken and then
stretched out with a brush soaked in cold (4°C) 2.5 %
glutaraldehyde buffered with 0.1 M sodium cacodylate
solution at pH 7.2. The male genitalia were removed under
a binocular microscope, fixed for about 24 h with
glutaraldehyde, rinsed overnight in a sodium cacodylate
buffer, postfixed with cold (4°C) 1% osmium tetroxide for
1 h, dehydrated in an ethanol serie and propylene oxide,
and then embedded in epon ultrathin sections (50-60 nm
thick), were cut on a LKB Ultramicrotome with a diamond
knife, then stained with uranyl acetate and lead citrate.
They were examined in a Hitachi H-600 electron micro-
scope at 75 kV.
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Fig. 2 Longitudinal section of 4 [y
region I showing the apical cone ’ By 9
(Ac) and the spiralized crest-like
The mature Bothriocephalus claviceps spermatozoon has  body (Cb). B. claviceps mature
no mitochondria, is filiform, and tapered at both ends. We Zii?i%tgziﬁ)(scale
were able to distinguish five regions (I-V) from front to ’
back exhibiting distinctive ultrastructural characters.
Region I (Figs. 1, 2, 3, 4), roughly 0.2-0.4 um wide,
corresponds to the anterior extremity of the spermatozoon.
It exhibits an apical cone of electron-dense material roughly
6.6 um long by 0.2 um wide at its base and with a crest-
like body (Fig. 1). The axoneme is of the 9+“1” pattern. It
is central, surrounded by a fine layer of electron-lucent
cytoplasm, and situated against the plasma membrane. The
cortical microtubules are hollow-centred and arranged in a

Results

Fig. 1 Longitudinal section of
region 1. Ac apical cone of
electron dense material, 4
axoneme, Cb crest-like body. B.
claviceps mature spermatozoon
(scale bars=0.5 pum)
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Fig. 3 Cross-section of region I
exhibiting a row of hollow-cen-
tred cortical microtubules
(arrow head). A Axoneme, Ch
crest-like body, Cm cortical
microtubules. B. claviceps
mature spermatozoon (scale
bars=0.5 pm)

single field of 10 units forming an arch beneath the plasma
membrane (Fig. 3).

Region II (Figs. 4, 5) is roughly 0.4 to 0.6 um. It lacks a
crest-like body but exhibits one central axoneme sur-
rounded by a fine layer of slightly electron-dense cyto-
plasm. The cortical microtubules are hollow-centred and
arranged in a single field of 10—11 units under the plasma
membrane.

Region III (Figs. 4, 6, 7, 8) is roughly 0.6—1.2 um wide.
It is characterized by the presence of two axonemes. The
cytoplasm is slightly electron-dense and contains numerous
irregularly and scattered electron-dense granules (Fig. 6).
Thus, depending on the level of the sections, cross sections
exhibit or not electron dense granules. The cortical micro-
tubules (12 to 23) are hollow-centred as the preceding
region but become arranged into two fields (Figs. 7, 8).
Cross-sections at the beginning of this region show the
presence of one excentric axoneme and two fields of six-
unit cortical microtubules (Figs. 7, 8).

Region IV (Figs. 4, 9, 10, 11) is 1.3-0.6 um wide. It is
characterized by the presence of the nucleus. This is a cord
of electron-dense material that is situated between the two
axonemes (Fig. 11). The cortical microtubules are hollow-
centred and form two fields (Fig. 9). The finely granulated
cytoplasm contains electron-dense granules of different
sizes (Fig. 11). The end of this region is marked by the
presence of an eccentric axoneme, a nucleus, electron-dense
granules, and electron-dense centred and hollow-centred
cortical microtubules (Fig. 10).

Region V (Figs. 4, 7, 8, 12) is roughly 0.6 to 1 um wide.
It corresponds to the posterior end of the spermatozoon.
The cortical microtubules are present only at the beginning
of this region (Figs. 7, 8). They are electron-dense centred
and are arranged in a single field of ten units. The
cytoplasm is slightly electron-dense and exhibits few
electron-dense granules. The disorganization of the axo-
neme begins with the disappearance of the central cylinder.

Discussion

The crest-like body (or bodies) in cestodes spermatozoon
always marks the anterior extremity of the gamete (B4 et al.

1991). The extremity with the crest-like body of the
B. claviceps spermatozoon, therefore, corresponds to its
anterior extremity and the extremity without crest-like body
to its posterior end.

To date, in the Pseudophyllidea, a crest-like body has
only been described in the spermatozoon of the Diphyllo-
bothriidae (Justine 1986), the Triaenophoridae (Bruiianska
et al. 2002), and the Echinophallidae (Levron et al. 2006a).
In the present work, we describe for the first time the
existence of a crest-like body in the Bothriocephalidae.

The B. claviceps spermatozoon, like that of the other
pseudophyllideans (Table 1), exhibits one crested-like body.
But it can be distinguished by the fact that its crest-like
body is spiralized around the whole anterior part of the
spermatozoon.

An apical cone has been described in the front of the
spermatozoon of 25 cyclophyllidean and two proteocepha-
lidean cestodes (Ba et al. 2005). In the present work, we
report for the first time its existence in the Pseudophyllidea.
Its length varies according to the cestode species between
0.1 and 2.5 pm and 0.1 to 0.5 pm wide (Ba et al. 2002). In
B. claviceps, the apical cone is about 6.6 um long and
0.2 um wide. To our knowledge, such a long apical cone
has never been described before in a cestode spermatozoon.
The mature spermatozoon of B. claviceps, like that of the
other pseudophyllideans, is characterized by the presence of
two axonemes of unequal lengths. Nevertheless, in B.
claviceps, one of the axonemes is shorter than the other and
stops before the end of the nuclear region.

In the Pseudophyllidea, the mature spermatozoon exhibits
a nucleus either exclusively in a biflagellate region (Justine
1986; Brufianska et al. 2002) or in both the biflagellate and
uniflagellate regions (Swiderski and Mokhtar-Maamouri
1980; Mackinnon and Burt 1984; Levron et al. 2006a,b). In
B. claviceps, the nucleus is located in both the biflagellate
and uniflagellate regions.

In the present work, we have been able to show two types
of cortical microtubules: electron-dense centred and hollow
centred. The last are present in the anterior region and in the
biflagellate region, whereas the electron-dense centred
microtubules are mainly present in the posterior extremity
and in the nuclear region with one flagellum. Such types and
dispositions of cortical microtubules have already been
described only in one pseudophyllidean B. clavibothrium
(Swiderski and Mokhtar-Maamouri 1980). In D. fimbriata
(Justine 1986) and Eubothrium crassum (Bruianska et al.
2002), electron-dense centred microtubules are present both
in the anterior and posterior extremities of the spermatozo-
on. In Diphyllobothrium latum (Levron et al. 2006b) and
Paraechinophallus japonicus (Levron et al. 2006a), there
are only hollow-centred cortical microtubules in the whole
length of the spermatozoon. In the proteocephalidean
Proteocephalus longicollis (Brudanska et al. 2003a) and
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Fig. 4 Attempted reconstruc-
tion of the mature spermatozo-
on of B. claviceps. Aae
Axonemal anterior extremity, Ac
apical cone, Ape axonemal pos-
terior extremity, Ase anterior
spermatozoon extremity, 4x ax-
oneme, Cb crest-like body, Cm
cortical microtubule, G electron-
dense granules, N nucleus, Pm
plasma membrane, Pse posterior
spermatozoon extremity
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Fig. 5 Cross-sections of region
1T exhibiting hollow-centred
cortical microtubules (arrow-
head). A axoneme. B. claviceps
mature spermatozoon (scale
bars=0.5 um)

Fig. 6 Longitudinal section of
region III. 4 Axoneme, G elec-
tron-dense granules. B. clavi-
ceps mature spermatozoon
(scale bars=0.5 pum)

e y )

a oo

Fig. 7 Cross sections of regions III and V. Region III, exhibiting one

axoneme (4) and hollow-centred cortical microtubules (arrowheads).

Region V with electron-dense centred cortical microtubules (arrow-

heads). G Electron-dense granules. B. claviceps mature spermatozoon
(scale bars=0.5 pum)

Fig. 8 Cross section of region III and V. Region III at the level of two
axonemes (A4x) and hollow-centred cortical microtubules. Region V
with electron-dense centred cortical microtubules (arrowheads). G

electron-dense granules. B. claviceps mature spermatozoon (scale
bars=0.5 pm)

Fig. 9 Cross section of region
IV exhibiting hollow-centred
cortical microtubules (arrow-
head) and a nucleus between
two axonemes (4). N nucleus. B.
claviceps mature spermatozoon
(scale bars=0.5 pm)
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Fig. 10 Cross-section of region
IV showing an eccentric axo-
neme (4) and two types of
cortical microtubules: hollow-
centred (arrow) and electron-
dense centred microtubules
(arrowhead). N nucleus. B.
claviceps mature spermatozoon
(scale bars=0.5 pm)

Fig. 11 Longitudinal section of
region IV. 4 Axoneme, G elec-
tron-dense granules, N nucleus.
B. claviceps mature spermato-
zoon (scale bars=0.5 pm)
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Fig. 12 Longitudinal section of
region V. 4 Axoneme. B. clav-
iceps mature spermatozoon
(scale bars=0.5 pum)
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Table 1 Comparison of few characters of the Pseudophyllidean spermatozoon

Order Family Genus and species Apical Crest-like body References
cone
Number Thickness
(nm)
Pseudophyllidea  Diphyllobothriidae  Duthiersia fimbriata A 1 - Justine (1986)
Diphyllobothrium latum A Not - Bonsdorf and Telkké (1965)
observed
A Not - Levron et al. (2006b)
observed
Echinophallidae Paraechinophallus A 1 130 Levron et al. (2006a)
Jjaponicus
Triaenophoridae Eubothrium crassum A 1 50-100 Brufianska et al. (2002)
Bothriocephalidae  Bothriocephalus A Not - Swiderski and Mokhtar-
clavibothrium observed Maamouri (1980)
Bothriocephalus P 1 - Present work

claviceps

A Absence, P presence
— Lack of information on the considered character

Proteocephalus torulosus (2003b), the electron-dense
centred microtubules are limited in the anterior region,
whereas the hollow-centred ones are over the whole length
of the spermatozoon.
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Abstract The mature Taeniarhynchus saginatus spermato-
zoon exhibits an apical cone of electron-dense material and
one helicoidal crest-like body roughly 50 nm thick. The
axoneme is of the 9+“1” Trepaxonemata pattern. It is
surrounded by a periaxonemal sheath of electron-dense
material. The cytoplasm is electron lucent and divided into
compartments by intracytoplasmic walls of electron-dense
material in regions III and IV. The nucleus is an electron-
dense cord 60-90 nm thick coiled in a spiral around the
axoneme. It reaches the posterior extremity of the gamete
where the axoneme is disorganized and is accompanied on
all its posterior length by the nucleus. To our knowledge,
such a posterior extremity has never been described before
in a cyclophyllidean cestode.
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Introduction

The Taeniidae parasites of human belong to two genera and
three species. These are Taenia solium Linnaeus,1758
which the scolex bears a rostellum armed of two rows of
hooklets, Taenia asiatica (Eom and Rim 1993), and
Taeniarhynchus saginatus (Goeze, 1782) Weinland, 1858
which the scoleces are unarmed. To our knowledge, in the
genus Taenia, only six species have been up until now the
subject of ultrastructural study of spermiogenesis and/or the
spermatozoon. These are Taenia hydatigena (Featherston
1971), Taenia mustelae (Miquel et al. 2000), Taenia parva
(Ndiaye et al. 2002), Taenia solium (Willms et al. 2003),
Taenia crassiceps (Willms et al. 2004), and Taenia
taeniaformis (Miquel et al. 2009a, b). In the present work,
we describe for the first time the ultrastructure of the
spermatozoon of Taeniarhynchus saginatus.

Materials and methods

Gravid proglottids of Taeniarhynchus saginatus were re-
moved from human feces and kept in 0.9% NaCl solution.
Portions of about 3 mm long including the genitalia were
fixed in cold 2.5% glutaraldehyde with a 0.1 M sodium
cacodylate buffer at pH 7.2 for 1 h, rinsed in a 0.1 M sodium
cacodylate buffer at pH 7.2, postfixed in cold (4°C) osmium
tetroxide in the same buffer for 1 h, rinsed in a 0.1 M sodium
cacodylate buffer at pH 7.2, dehydrated in ethanol and
propylene oxide, embedded in Epon, and polymerized at 60°
C for 48 h. Ultrathin sections were cut on a Reichert-Jung
Ultracut E ultramicrotome, stained with uranyl acetate and
lead citrate, and examined with a Hitachi H-600 electron
microscope at 75 kV.
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Results

The mature spermatozoon of Taeniarhynchus saginatus
(Figs. 1 (1, 2,3, 4,5 and 6), 2 (7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15 and 16), 3 (17)) is filiform, tapered at both ends, and
lacks mitochondria. From front to back, we were able to
distinguish five regions (I-V) exhibiting distinctive ultra-
structural characters.

Region I (Figs. 1 (1, 2, 3 and 4) and 3 (17)), roughly
0.2-0.3 um wide, corresponds to the anterior extremity of
the spermatozoon. It exhibits an apical cone of electron-
dense material (Fig. 1 (1, 2, 3 and 4)) about 1.2 um long
and 230 nm wide at its base and one helicoidal crest-like
body (Fig. 1 (2, 3 and 4)) about 50 nm thick, spiraled at
an angle of about 40° to the spermatozoon axis (Fig. 1 (1
and 6)). The axoneme of the 9+“1” pattern is situated in a

Fig. 1 7 Longitudinal section of the anterior extremity of the mature
spermatozoon of Taeniarhynchus saginatus showing the apical cone.
Ac apical cone, Ax axoneme, C centriole, Ch crest-like body, Cm
cortical microtubules. Bar=0.2 um. 2 Cross section of region I of the
mature spermatozoon of Taeniarhynchus saginatus at the anterior
extremity of the centriole. Cb crest-like body, Cm cortical micro-
tubules. Bar=0.1 um. 3 Cross section of region I of the mature
spermatozoon of Taeniarhynchus saginatus at the level of the
centriole. Ch crest-like body, Cm cortical microtubules. Bar=
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0.1 um. 4 Cross section of region I of the mature spermatozoon of
Taeniarhynchus saginatus at the level of the axoneme. Ax axoneme,
Cb crest-like body, Cm cortical microtubules. Bar=0.1 um. 5 Cross
section of region II of the mature spermatozoon of Taeniarhynchus
saginatus. Cm cortical microtubules, Ps periaxonemal sheath. Bar=
0.1 pm. 6 Longitudinal section of regions I and II of the mature
spermatozoon of Taeniarhynchus saginatus. Ax axoneme, Ch crest-
like body, Ps periaxonemal sheath. Bar=0.2 pm
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central position and surrounded by a thin layer of
electron-lucent cytoplasm and an electron-dense submem-
branous layer of cortical microtubules. The latter are
spiraled at an angle of about 40° to the spermatozoon
axis.

Region II (Figs. 1 (5 and 6) and 3 (17)) has a maximum
width of 0.4 pum and lacks crest-like body. The axoneme is
central (Fig. 1 (5 and 6)) and surrounded by a sheath of
electron-dense material, an electron-lucent cytoplasm and
submembranous cortical microtubules (Fig. 1 (5)).

Region III (Figs. 2 (7 and 8) and 3 (17)) is about 0.4—
0.5 um wide. In this region, the axoneme is central and
surrounded by a sheath of electron-dense material and an

electron-lucent cytoplasm (Fig. 2 (7)). The latter is divided
into compartments by intracytoplasmic walls of electron-
dense material which join the periaxonemal sheath to the
cortical microtubules (Fig. 2 (8)).

Region IV (Figs. 2 (7, 9 and 10) and 3 (17)) is roughly
0.4-0.5 um wide. It is characterized by the presence of a
nucleus. This is a fine compact cord of electron-dense
material approximately 60—-90 nm thick coiled in a helix
around the axoneme (Fig. 2 (7 and 9)). It interposes itself
between the periaxonemal sheath and the cortical micro-
tubules (Fig. 2 (7 and 9)). In cross sections depending on
the level of the cut, it is in a horseshoe shape (Fig. 2 (9))
or in an annular shape (Fig. 2 (10)).

Fig. 2 7 Longitudinal section of regions III and IV of the mature
spermatozoon of Taeniarhynchus saginatus. Ax axoneme, Cm cortical
microtubules, /w intracytoplasmic wall, N nucleus, Ps periaxonemal
sheath. Bar=0.4 pm. 8 Cross section of region III of the mature
spermatozoon of Taeniarhynchus saginatus. Cm cortical microtubules,
Iw intracytoplasmic wall, Ps periaxonemal sheath. Bar=0.1 um. 9
Cross section of region IV of the mature spermatozoon of Taeniar-
hynchus saginatus showing the nucleus (N) in a horseshoe shape. Cm
cortical microtubules, /w intracytoplasmic wall, N nucleus, Ps
periaxonemal sheath. Bar=0.1 um. /0 Cross section of region IV of
the mature spermatozoon of Taeniarhynchus saginatus showing the
nucleus (N), in an annular shape, interposed between the cortical

microtubules (Cm) and the axoneme (4x). Bar=0.1 um. /1 Cross
section of region V of the mature spermatozoon of Taeniarhynchus
saginatus showing the nucleus (N) partially interposed between the
cortical microtubules (Cm). Bar=0.1 pm. /2 Longitudinal section of
region V of the mature spermatozoon of Taeniarhynchus saginatus. Ax
axoneme, Cm cortical microtubules, N nucleus. Bar=0.2 pum. 13
Cross section of region V of the mature spermatozoon of Taeniarhyn-
chus saginatus in which the cortical microtubules have disappeared.
Ax axoneme, N nucleus. Bar=0.1 pm. /4—16 Cross sections of region
V of the mature spermatozoon of Taeniarhynchus saginatus. The
axoneme disorganizes progressively. Its central core first disappears,
then, its doublets become singlets (S). Bar=0.1 um
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Fig. 3 17 Attempted recon-
struction of the mature sperma-
tozoon of Taeniarhynchus
saginatus. Ac apical cone,

Ape axonemal posterior extrem-
ity, Ase anterior spermatozoon
extremity, Ax axoneme, C cen-
triole, Cb crest-like body,

Cm cortical microtubules,

Iw intracytoplasmic wall,

N nucleus, Ps periaxonemal
sheath
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Region V (Figs. 2 (11, 12, 13, 14, 15 and 16) and 3 (17))
is roughly 0.3-0.2 pum. It corresponds to the posterior end
of the gamete. It is characterized by the progressive
disorganization of the axoneme: its central core disappears
first, and later on, its peripheral doublets become singlets
(Fig. 2 (15 and 16)). The nucleus, in cross sections, is
annular shaped (Fig. 2 (11, 13, 14 and 15)) and is
interposed between the cortical microtubules which are
present only in the anterior area of this region (Fig. 2 (11)).
It accompanies the axoneme on all its posterior length
(Fig. 2 (11, 13, 14, 15 and 16)).

Discussion

The crest-like body or bodies always mark the anterior
extremity of the cestode spermatozoon (Ba et al. 1991).
Consequently, the extremity with crest-like body of the
Taeniarhynchus saginatus spermatozoon corresponds to its
anterior extremity and the other one without crest-like body
to its posterior extremity.

In the Cyclophyllidea, the number of crested bodies
varies according to the species from one to 12 (Ba et al.
2005a). Nevertheless, in the Taeniidae, only a single crested
body was described in the studied species to date.

Intracytoplasmic walls of electron-dense material were
described in the spermatozoon of several species of Cyclo-
phyllidea: these are the anoplocephalidaeans Avitellina
centripunctata (Ba and Marchand 1994c), Inermicapsifer
guineensis (Ba and Marchand 1994b), and Inermicapsifer
madagascariensis (Ba and Marchand 1994b); the davainei-
daeans Raillietina (R) tunetensis (Ba and Marchand 1994a),
Cotugnia polyacantha (Ba and Marchand 1994d), Raillie-
tina (R) baeri (Ba et al. 2005a), and Paroniella reynoldsae
(Ba et al. 2005b); and the taeniidaeans Taenia hydatigena
(Featherston 1971), Taenia mustelae (Miquel et al. 2000),
Taenia solium (Willms et al. 2003), Taenia parva (Ndiaye
et al. 2002) Taenia crassiceps (Willms et al. 2004), and
Taenia taeniaformis (Miquel et al. 2009a,b).

In the Cyclophyllidea, the shape of the nucleus varies
according to the species. In Retinometra serrata (Ba and
Marchand 1993), Echinocotyle dolosa (Ba et al. 2002), and
Sudarikovina taterae (Ba et al. 2000), in particular, it is
straight and situated between the axoneme and the cortical
microtubules. In most cyclophyllideans, it is coiled around
the axoneme. Thus, in cross section, depending on the level
of the cut, it appears in a horseshoe shape or in an annular
shape. In Taeniarhynchus saginatus, it is both in a
horseshoe shape and in an annular shape.

The degree of spiralization of the front and of the back
of the nuclear area around the axoneme varies according to
the cyclophyllidean species. In Taenia parva (Ndiaye et al.
2002), Raillietina (R) baeri (Ba et al. 2005a), and

Paroniella reynoldsae (Ba et al. 2005b), the nucleus is
more coiled in its anterior area. On the other hand in 7aenia
taeniaformis (Miquel et al. 2009a,b), Taenia mustelae
(Miquel et al. 2000), and Taenia crassiceps (Willms et al.
2004), like as in Taeniarhynchus saginatus, it is more
coiled in its posterior area.

In most of the Cyclophyllidea, the axoneme becomes
disorganized after the nuclear region. On the other hand, in
Paranoplocephala omphalodes (Miquel and Marchand
1998), E. dolosa (Ba et al. 2002), Gallegoides arfaai
(Miquel et al. 2004), and Taeniarhynchus saginatus
(present work), it becomes disorganized at the level of the
posterior region of the nucleus which never reaches the
posterior extremity of the gamete. Taeniarhynchus sagina-
tus spermatozoon is distinguished by the fact that its
axoneme is accompanied on all its posterior length by a
nucleus that stops its helicoidal course at the posterior
extremity of the spermatozoon.

The rostellum is a structure of taxonomic importance in
Taeniidae. Taeniarhynchus has been established for the
Taeniidae having (or not) a rudimentary rostellum but lacking
rostellar hooklets that are typical to the genus 7aenia. Thus,
Taenia saginata becomes Taeniarhynchus saginatus by the
absence of rostellar hooklets. The validity of the genus
Taeniarhynchus has been largely debated by several authors.
Verster (1969) did not accept the validity of the genus
Taeniarhynchus. He considered that a single character could
not justify the erection of a new genus. According to Khalil et
al. (1994), the genera Taenia and Taeniarhynchus are
synonyms. On the other hand, Wardle and McLeod (1952)
and Schmidt (1986), considering the fact that Taenia saginata
does not have any rostellum nor hooklets on its scolex,
accepted the validity of the genus Taeniarhynchus.

Our work seems to support the validity of the genus
Taeniarhynchus, since it is the only Taeniidae, known until
now, to have the nucleus at the posterior extremity of the
spermatozoon.
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ABSTRACT:

The mature spermatozoon of Bothriocotyle sp. is filiform and tapered at both extremities. It possesses 2 axonemes of

unequal length, showing the 9 + ““1” pattern of Trepaxonemata. The anterior extremity exhibits a crest-like body. Thereafter, the crest-
like body disappears, and the first axoneme is surrounded by a ring of cortical microtubules (about 27 units) that persist until the
appearance of the second axoneme. This ring of cortical microtubules is characteristic only for species of Bothriocephalidea and
represents a very useful phylogenetic character. The spermatozoon cytoplasm is slightly electron-dense and contains numerous
electron-dense granules of glycogen in several regions. The anterior and posterior extremities of the spermatozoon lack cortical
microtubules. The posterior extremity of the spermatozoon of Bothriocotyle sp. possesses a nucleus and a disorganized axoneme, which
also characterizes spermatozoa of the Echinophallidae studied to date.

Historically there has been much controversy regarding the
phylogeny of the eucestodes. However, with the advent of
ultrastructural and molecular technology (Ba et al., 1991; Brooks
et al.,, 1991; Ba and Marchand, 1995; Mariaux, 1996, 1998;
Hoberg et al., 1997, 2001; Mollaret et al., 1997; Kodedova et al.,
2000; Justine, 2001; Olson et al., 2001), the systematics of
the group has significantly improved. For example, the recent
work of Kutcha, Scholz, Brabec, and Bray (2008) resulted in
suppression of the order Pseudophyllidea and the erection of 2
new orders, Bothriocephalidea and Diphyllobothriidea. The
former is now comprised of 4 families (Bothriocephalidae,
Triaenophoridae, Echinophallidae, and Phylobytiidae) and 46
genera (Kuchta, Scholz, and Bray, 2008). Species of Bothriocotyle
are now included in the Echinophallidae, along with another 7
valid genera (Kuchta, Scholz, and Bray, 2008). To our knowledge,
only 2 echinophallid species belonging to 2 genera have been
the subject of ultrastructural study of spermiogenesis, or the
spermatozoon, or both. These are Paraechinophallus japonicus
(Levron, Brunanska, Kutcha, et al., 2006) and Parabothriocepha-
lus gracilis (Sipkova et al., 2010). In the present work, we describe
the ultrastructure of the spermatozoon of a third species of
Echinophallidae.

MATERIALS AND METHODS

Adult specimens of Bothriocotyle sp. were collected from the intestine of
the teleost fish Schedophilus velaini (Perciformes, Centrolophidae), caught
off the coast (Atlantic Ocean) of Dakar (Senegal). At necropsy, the
cestodes were initially kept alive in physiological saline solution (0.9%
NaCl). Soon after removal from the intestine, however, portions of the
strobila (2-4 mm long) consisting of mature proglottids were fixed in cold
4 C) 2.5% glutaraldehyde, buffered with 0.1 M sodium cacodylate
solution at pH 7.2. Male genitalia were removed using a binocular
microscope, fixed for about 24 hr with glutaraldehyde, rinsed overnight in
a sodium cacodylate buffer, post-fixed with cold (4 C) 1% osmium
tetroxide in the same buffer for 1 hr, dehydrated in an ethanol series and
propylene oxide, and embedded in Spurr’s resin. Ultrathin sections (60—
90 nm thick) were obtained using an ultramicrotome (Powertome PC,
RMC Boeckeler®, Tuscon, Arizona) with a diamond knife, placed on
copper grids, and stained with uranyl acetate and lead citrate.
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The Thiery (1967) technique was employed for the location of glycogen.
Gold grids with ultrathin sections were treated in periodic acid,
thiocarbohydrazide, and silver proteinate (PA-TCH-SP) as follows:
30 min in 10% PA rinsed in distilled water, 24 hr in TCH, rinsed in
acetic acid solution, placed in distilled water and then for 30 min in 1% SP
in the dark, and finally rinsed again in distilled water.

The copper and gold grids with ultrathin sections were examined using a
Hitachi H-7650 electron microscope operated at 80 kV, in the Service
d’Etude et de Recherche en Microscopie Electronique of the University of
Corsica (Corte, France).

RESULTS
Region |

The mature spermatozoon of Bothriocotyle sp. is filiform,
tapered at both ends, and lacks mitochondria. From the anterior
to posterior extremities of the spermatozoon, we were able to
distinguish 4 regions with distinctive ultrastructural characters.

Region I (Figs. 1-5, 261) corresponds to the anterior extremity
of the spermatozoon. It is characterized by the presence of the
centriole, accompanied by a single electron-dense crest-like body
(Fig. 2). The helicoidal crest-like body corresponds to a lateral
electron dense projection of the spermatozoon. The centriole gives
rise to an axoneme of the 9 + ““1”” trepaxonematan pattern. At the
proximal level of the axoneme several cortical microtubules
become gradually visible (Fig. 4). At the distal extremity, the
crested body disappears, and the cortical microtubules form a
complete ring of about 27 units encircling the first axoneme
(Fig. 5). These cortical microtubules are characterized by thick
walls and a lucent center.

Region Il

Region II (Figs. 6-17, 2611) is distinguished by the presence of 2
axonemes, cortical microtubules, and the appearance of electron-
dense granules of glycogen. In the anterior part of this region, the
centriole of the second axoneme appears (Fig. 6). The ring of
cortical microtubules is disorganized and finally disappears. The 2
axonemes are situated very close to each other, with just 2 cortical
microtubules between them (Fig. 7). Four electron-dense attach-
ment zones are visible in cross sections (Figs. 7-9). Subsequently
the width of the spermatozoon increases, and the electron dense
granules of glycogen appear in the cytoplasm (Figs. 8, 24, 25).

Toward the end of this region, the number of cortical microtubules
increases gradually between axonemes to form 2 opposite fields
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FIGURES 1-5.

TEM photomicrographs of cross sections of region I of the mature spermatozoon of Bothriocotyle sp. (1) Anterior extremity of the

spermatozoon showing microtubule singlets of the first axoneme. (2, 3) Cross sections at the level of the centriole and the crest-like body. (4) Cross
section at the level of the first axoneme completely formed. (5) Ring of cortical microtubules encircling the first axoneme. AX1 = axoneme 1; Cm =
cortical microtubule. AX1 = axoneme 1; C1 = centriole of the first axoneme; Cb = crest-like body; Cm = cortical microtubule; Sm = singlet of

microtubule. Bar = 0.2 pm.

comprising 3, 4, 6, 7, to 9 units (Figs. 9-17). The maximum of cortical
microtubules is 16 in the posterior part of this region.

Region lli

This region (Figs. 18-20, 26I1I) is characterized by the presence of
the nucleus, in addition to the 2 axonemes present in region II, plus
cortical microtubules and a large number of electron-dense granules of
glycogen. The nucleus is electron dense, with fibrillar patches of

chromatin. Each field of cortical microtubules consists of 7 to 9 units.
At the posterior part of this region, 1 of the 2 axonemes begins to
disorganize (Fig. 19) and, finally, disappears. The number of cortical
microtubules also decreases from 16 to 12 (Fig. 20).

Region IV

The last region (Figs. 21-23, 26 1V) corresponds to the
posterior extremity of the spermatozoon. It is characterized by
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FiGures 6-17. TEM photomicrographs of cross sections of region II of the mature spermatozoon of Bothriocotyle sp. (6) Anterior extremity of the
second axonome and the disorganization of the ring of cortical microtubules. (7) Presence of 2 axonemes completely formed, 4 attachment zones, and 1
cortical microtubule on each side of the spermatozoon. (8) Appearance of electron-dense glycogen. Each field of microtubules consists of 2 units. (9-17)
Consecutive cross sections of region II showing the gradual increasing of cortical microtubules with a maximum of 16, width of the spermatozoon, and
number of glycogen granules. Arrowheads indicate attachment zones. AX1 = axoneme 1; AX2 = axoneme 2; C2 = centriole of the second axoneme;

Cm = cortical microtubule; G = granule of glycogen.

the presence of 1 axoneme, the nucleus, some electron-dense
granules of glycogen, and 3 cortical microtubules anteriorly
(Fig. 26 1V). The cortical microtubules are interrupted before
reaching the end of the axoneme. The nucleus reaches its
maximum size in this region, occupying almost all of region IV
(Fig. 21-22). The second axoneme becomes disorganized; i.e., the
central core disappears and the doublets lose their arms. The
posterior extremity of the sperm is characterized mainly by the
nucleus and a few axonemal singlets (Fig. 23).

DISCUSSION

The mature spermatozoon of Bothriocotyle sp. possesses 2 axonemes
of the 9+ “1” trepaxonemata pattern, a crest-like body, parallel cortical

microtubules, elongated posterior nucleus, and electron-dense granules
of glycogen; it corresponds nicely to the type II of Levron et al. (2010).

The crest-like body (or bodies) in cestode spermatozoons
always marks the anterior extremity of the gamete (Ba et al.,
1991). The extremity with the crest-like body in the Bothriocotyle
sp. spermatozoon consistently corresponds to its anterior end,
while the extremity without the crest-like body is posterior. In
bothriocephalideans, the crest-like body is present in all studied
species (Table I), with the exception of Bothriocephalus clavibo-
thrium (Swiderski and Mokhtar-Maamouri, 1980). Likewise, the
spermatozoon of bothriocephalidean species seems to be constant
with regard to the number of crest-like bodies. To our knowledge,
Bothriocotyle sp. is the twelfth studied species, and all possess only
1 crest-like body (Table I).
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Ficures 18-20. TEM photomicrographs of cross sections of region I1I of the mature spermatozoon of Bothriocotyle sp. (18) Anterior part of region
111 showing the anterior extremity of the nucleus. (19) Posterior extremity of the first axoneme. S = singlet. (20) Posterior part of region I1I showing the
nucleus, second axoneme, and cortical microtubules. AX1 = axoneme 1; AX2 = axoneme 2; Cm = cortical microtubule; G = granule of glycogen; N =

nucleus; Sm = singlet of microtubule. Bar = 0.2 um.

Figures 21-23. TEM photomicrographs of cross sections of region IV of the mature spermatozoon of Bothriocotyle sp. (21) Anterior part of this region
characterized by only 3 cortical microtubules of some granules of glycogen. (22) Cortical microtubules are absent. Note that the nucleus occupies all the
transverse section of the cell. (23) Posterior extremity of the spermatozoon showing some microtubules singlet of the second axoneme and the nucleus.
AX2 = axoneme 2; Cm = cortical microtubules; G = granule of glycogen; N = nucleus; Sm = singlet of microtubule. Bar = 0.2 um.

An interesting feature of Bothriocotyle sp. is the presence of a
ring of cortical microtubules (27 units) in the anterior part of the
mature spermatozoon. This structure has been described in all the
bothriocephalideans studied to date except in Bothriocephalus
claviceps (Table I). However, the microtubule number is variable
depending on the species. In Echinophallidae, for example,
Levron, Brunanska, Kuchta, et al. (2006) described a ring with
20 cortical microtubules in P. japonicus, while Sipkova et al.
(2010) reported 25 in P. gracilis. In Bothriocephalidae, Sipkova
et al. (2011) described a ring of 30 cortical microtubules in

Oncodiscus sauridae and Senga sp., but Marigo et al. (2011)
indicated from 24 to 30 present in Clestobothrium crassiceps.

The ring of cortical microtubules seems to be a typical character
of the anterior region of the mature bothriocephalidean sperma-
tozoon because it has been observed in all species described
to date (Table I). Indeed, based on previous studies of the
bothriocephalidean cestodes (Brunanska, 2010; Levron et al.,
2010; Marigo et al., 2011; gipkové et al., 2011), we would assert
that the ring of cortical microtubules is a synapomorphy for these
species.
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TasLe 1. Comparison of few characters of the Bothriocephalidean spermatozoon. Ax: axoneme; N: nucleus; Pse: posterior extremity; Rem: ring of

cortical microtubules; +/—: presence/absence of considered character.

Crest-like body

Genus and
Order Family species Number Thickness (nm) Rem  Pse Reference
Bothriocephalidea Bothriocephalidae Bothriocephalus — — + Ax Swiderski and Mokhtar-
clavibothrium Maamouri, 1980
Bothriocephalus claviceps 1 — - Ax Ba et al., 2007
Bothriocephalus Scorpii — + N Levron, Miquel, and
Poddubnaya, 2006
Clestobothrium crassiceps 1 160 + N Marigo et al., 2011
Oncodiscus sauridae 1 150 + N+Ax Sipkova et al., 2011
Senga sp. 1 150 +  Ax Sipkova et al., 2011
Echinophallidae Parabothriocephalus 1 130 + N+Ax Sipkova et al., 2010
gracilis
Paraechinophallus 1 130 + N+Ax Levron, Brunanska,
Japonicus Kuchta, et al., 2006
Bothriocotyle sp. 1 — + N+Ax Present study
Triaenophoridae Eubothrium crassum 1 50-100 + Ax Brunanska et al., 2010
Eubothrium rugosum 1 120 + Ax Brunanska et al., 2010
Triaenophorus nodulosus 1 50 + Ax Levron et al., 2005

The posterior part of the spermatozoon in species of
Bothriocephalidea does exhibit some variation. In the triaeno-
phorids, for example, Eubothrium crassum (Brunanska et al.,
2002, 2010), Eubothrium rugosum (Brunanska et al., 2010), and
Triaenophorus nodulosus (Levron et al., 2005) possess a disorga-
nized axoneme in the posterior spermatozoon extremity. In the
Echinophallidae, P. japonicus (Levron, Brunanska, Kutcha, et al.,
2006), P. gracilis (Sipkova et al., 2010), and Bothriocotyle sp.
(present study) have a nucleus and the disorganized axoneme. B.
clavibothrium and B. claviceps exhibit only a single axoneme
(Swiderski and Mokhtar-Maamouri, 1980; Ba et al., 2007). In
contrast, in Bothriocephalus scorpii and C. crassiceps, the
spermatozoon contains only a nucleus (Levron, Brunanska, and
Poddubnaya, 2006; Marigo et al., 2011).

The anterior part of the spermatozoon exhibits some variation
among bothriocephalideans studied to this point (Ba et al., 2007;
Marigo et al., 2011). Thus, an apical cone has been described only
in B. claviceps and C. crassiceps.
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ABSTRACT

This paper describes the ultrastructure of the male gamete of Glossobothrium sp. (Bothriocephalidea: Tri-
aenophoridae). The mature spermatozoon of Glossobothrium sp. is filiform and possesses two axonemes,
a single helicoidal crested body, a parallel nucleus, parallel cortical microtubules and granules of
glycogen. In Glossobothrium sp. we describe for first time a 200-250 nm thick crest-like body in the
Bothriocephalidean. The anterior part of the spermatozoon exhibits a ring of 27 electron-dense cortical
microtubules encircling the first axoneme. This structure persists until the appearance of the second
axoneme. When the ring of electron-dense cortical microtubules disappears, the spermatozoon exhibits
two bundles of thin cortical microtubules. The posterior part of the spermatozoon contains the posterior
extremity of the second axoneme, the posterior extremity of the nucleus and few cortical microtubules.
Soon nucleus disappears and the axoneme is disorganized. Thus the posterior extremity of the sper-
matozoon of Glossobothrium sp. exhibits only singlets produced by the disorganization of the doublets
of the second axoneme and few cortical microtubules. This type of posterior extremity of the mature
spermatozoon has never been described previously in the Triaenophoridae.

© 2012 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

Recently, two new orders, Bothriocephalidea and Diphylloboth-
riidea, have been proposed by Kuchta et al. (2008a,b) to replace
the tapeworm order Pseudophyllidea. According to these authors,
the Bothriocephalidea is actually restricted to the four families
proposed by Bray et al. (1994) namely the Bothriocephalidae,
Echinophallidae, Philobythiidae and Triaenophoridae until more
molecular data on most genera are available.

Several studies have shown that the ultrastructural characters of
the spermatozoon are a great contribution to the phylogeny of the
parasitic Platyhelminthes (Euzet et al., 1981; Ehlers, 1984; Justine,
1995, 1998, 2001, 2003; Hoberg et al., 1997, 2001; Olson et al.,
2001; Levron et al., 2010). We believe that the increase of ultra-
structural data of the male gamete of bothriocephalideans can help
for understanding of systematics and phylogeny in this group.

Glossobothrium sp. is included in the Triaenophoridae. To our
knowledge, ultrastructural data of the spermatozoon exist only in
9 of the 46 valid genera of Bothriocephalidea. These studies con-
cern 4 genera of Bothriocephalidae: Bothriocephalus (Swiderski and

* Corresponding author. Tel.: +33 495 450 006; fax: +33 495 450 045.
E-mail address: quilichini@univ-corse.fr (Y. Quilichini).
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Mokhtar-Maamouri, 1980; Levron et al., 2006b; B3 et al., 2007),
Clestobothrium (Marigo et al., 2012), Oncodiscus (Sipkova et al.,
2011) and Senga (Sipkova et al., 2011); 3 genera of Echinophalli-
dae: Parabothriocephalus (Sipkova et al., 2010), Paraechinophallus
(Levron et al., 2006a) and Bothriocotyle (Ba et al., unpublished data)
and 2 genera of Triaenophoridae: Triaenophorus (Levron et al., 2005)
and Eubothrium (Brunanska et al., 2010). In this study, we describe
the ultrastructural features of the spermatozoon of another genus
of Triaenophoridae, Glossobothrium.

2. Materials and methods

Adult specimens of Glossobothrium sp. were collected from the
intestine of the marine fish Schedophilus velaini (Sauvage, 1879)
(Perciformes, Centrolophidae) caught in the Atlantic Ocean coast
of Dakar (Senegal).

Living cestodes were rinsed in 0.9% NaCl. Different portions of
mature proglottids were fixed in cold (4°C) 2.5% glutaraldehyde in
a 0.1 M sodium cacodylate buffer at pH 7.2, rinsed in 0.1 M sodium
cacodylate buffer at pH 7.2, post-fixed in cold (4°C) 1% osmium
tetroxide in the same buffer for 1 h, rinsed again in a 0.1 M sodium
cacodylate buffer at pH 7.2, dehydrated in ethanol and propylene
oxide, embedded in Spurr’s resin which was polymerized at 60°C
for 24 h.
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Figs. 1-6. Cross-sections through region I of the spermatozoon of Glossobothrium sp. Scale=0.2 wm. (1) Anterior extremity characterized by the presence of only singlets (S).
(2) Anterior extremity with the anterior extremity of the first axoneme (Aae1) and crest-like body (Cb). (3) First axoneme (Ax1) and crest-like body (Cb). (4 and 5) Anterior
part of the spermatozoon with the ring of electron dense cortical microtubules (Cm) and first axoneme (Ax1). (6) Posterior extremity of region [ with the ring of electron
dense cortical microtubules (Cm), the first axoneme (Ax1) and singlets of the anterior extremity of the second axoneme (Aae2).

Ultrathin sections (60-90nm thick) were obtained using
an ultramicrotome (Power tome PC, RMC Boeckeler®) with
diamond knife. Sections were placed on copper and gold
grids.

Sections on copper grids were stained with uranyl acetate
and lead citrate (Reynolds, 1963). Sections on gold grids were
stained with periodic acid, thiocarbohydrazide and silver pro-
teinate (Thiéry, 1967) for the location of glycogen.

The copper grids were examined in a Hitachi H-7650 elec-
tron microscope operated at 80KkV, in the “Service d’Etude et de
Recherche en Microscopie Electronique” of the University of Corsica
(Corte, France).

3. Results

The mature spermatozoon of Glossobothrium sp. is filiform,
tapered at both ends and lacks mitochondrion. It contains a
crest-like body, two axonemes, nucleus, cortical microtubules
and granules of glycogen. Observations of a large number of
transversal and longitudinal sections of the mature spermatozoon
enabled us to distinguish Il regions from the anterior to posterior
extremities.

Region I (Figs. 1-6 and 18I) corresponds to the anterior extremity
of the spermatozoon. The anterior part of this region is character-
ized by the presence of singlets (Fig. 1). Soon appears the centriole of

Figs. 7-10. Cross-sections through region II of the spermatozoon of Glossobothrium sp. Scale = 0.2 wm. (7) Anterior part with the two axonemes (Ax1, Ax2), attachment zones
(arrowheads) and two cortical microtubules distributed in two bundles. (8-10) Successive sections showing in addition to the structures observed in Fig. 7, two sets of cortical

microtubules (Cm) increasing from 6 (Fig. 8) to 8 (Fig. 9) to 18 (Fig. 10) and 19 (Fig. 10).
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Figs. 11-15. Cross-sections through region III of the spermatozoon of Glossobothrium sp. Scale =0.2 wm. (11) Simultaneous presence of the two axonemes (Ax1, Ax2), nucleus
(N) and cortical microtubules (Cm). (12) Second axoneme (Ax2) associated with an increasing diameter of the nucleus and the posterior extremity of the first axoneme (Pae1).
(13) One axoneme, the nucleus with its maximum size and cortical microtubules. (14) Posterior extremity of the nucleus and disorganisation of the second axoneme. (15)
Posterior extremity of the spermatozoon showing singlets (S) produced by the disorganization of the doublets of the second axoneme and a few cortical microtubules.

the first axoneme, accompanied by one crest-like body (Fig. 2). This
crest-like body, 200-250 nm thick, appears as a helicoidal electron-
dense material only in this anterior extremity of the spermatozoon
(Figs. 2, 3 and 18I). Then it disappears and electron-dense cortical
microtubules form a complete ring of about 27 units around the
axoneme (Figs. 4 and 5). Cross sections in the posterior extremity
of this region show the appearance of microtubules indicating the
beginning of the second centriole of the second axoneme (Fig. 6).
Region II (Figs. 7-10 and 18lII) exhibits two axonemes, gran-
ules of glycogen and cortical microtubules organized in two fields.
Cross sections of different parts of this region show that the num-
ber of cortical microtubules increases progressively from 2 (Fig. 7),
6 (Fig. 8), 8 (Fig. 9) to 19 (Fig. 10). We have observed at the
beginning of this region the disappearance of the ring of electron-
dense cortical microtubules and the appearance of four attachment
zones indicating the fusion between the two flagella with the
median cytoplasmic process during the spermiogenesis. Granules

3.&16

i

of glycogen, revealed by the Thiéry’s method, are present in the
cytoplasm of this region and in the region III of the spermatozoon
(Figs. 16 and 17).

Region III (Figs. 11-15 and 18III) corresponds to the poste-
rior extremity of the spermatozoon. It is characterized by the
simultaneous presence of the two axonemes, nucleus and corti-
cal microtubules (Fig. 11). The first axoneme starts to disorganize
and finally disappears (Figs. 12 and 13). The diameter of the nucleus
increases gradually and reaches its maximum size when the first
axoneme is disappeared (Figs. 11-14). Later the second axoneme
and the nucleus disappear. So the posterior extremity of the sper-
matozoon exhibits only a few cortical microtubules and singlets
providing of the disorganization of the doublets of the second
axoneme (Fig. 15). Granules of glycogen are present only in the
anterior and median parts of this region (Figs. 11-13 and 18III).
They also disappear in the posterior extremity of the spermatozoon
(Fig. 15).

%

Figs. 16-17. Mature spermatozoon of Glossobothrium sp. showing the presence of glycogen (G) evidenced by Thiéry’s method. Scale=0.2 pm.
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Fig. 18. (I-III) Schematic reconstruction of the spermatozoon of Glossobothrium sp.
Aael, axoneme anterior extremity 1; Aae2, axoneme anterior extremity 2; Ax1,
axoneme 1; Ax2, axoneme 2; Cb, crest-like body; Cm, cortical microtubule; G, gran-
ule of glycogen; N, nucleus; Pael, posterior axoneme extremity 1; Pae2, posterior
axoneme extremity 2; S, singlet of microtubule.

4. Discussion

The mature spermatozoon of Glossobothrium sp. exhibits the
general pattern described up to day in Bothriocephalidea (Levron
et al,, 2005, 2006a,b, 2010; Ba et al., 2007; Brunanska et al., 2010;
Sipkova et al.,, 2010, 2011; Marigo et al., 2012). It presents two
axonemes of the 9+“1” pattern of Trepaxonemata (Ehlers, 1984),
one crest-like body, a ring of electron-dense cortical microtubules,
parallel cortical microtubules, nucleus and granules of glycogen.
However the spermatozoon of Glossobothrium sp. presents some
particularities. In Triaenophoridae, only three species belonging
to two genera are studied now. They are Eubothrium crassum
(Brunanska et al., 2010), Eubothrium rugosum (Brunanska et al.,
2010) and Triaenophorus nodulus (Levron et al., 2005). In these
species, authors have described one crest-like body whose thick-
nesses ranges respectively 50-100 nm in E. crassum, 120nm in

E. rugosum and 50nm in T. nodulus. But in Glossobothrium sp.
we have observed for the first time in a Bothriocephalidea a
200-250 nm thick crest-like body. Previously, crest-like body 160
and 150 nm thick were described respectively in Bothriocephalidae
by Marigo et al. (2012) and Sipkova et al. (2011). In Echinophallidae,
Levron et al. (2006a) and Sipkova et al. (2010) described a thickness
of 130 nm. The crest-like body or bodies mark the anterior extrem-
ity of the spermatozoon (Baetal., 1991) and presence of one or more
crest-like bodies in the anterior part of the spermatozoon is consid-
ered to be a synapomorphy for the eucestodes (Ba and Marchand,
1995; Justine, 1998; Levron et al., 2010). However, the presence of
crest-like body was not reported to date in Caryophyllidea, Spathe-
bothriidea, Haplobothriidea and Trypanorhyncha (Levron et al.,
2010).

Another interesting feature of the spermatozoon of Glossoboth-
rium sp. is the presence of a ring of 27 electron-dense microtubules
surrounding the first axoneme. This structure is described in all
the Bothriocephalidea studied to date except in Bothriocephalus
claviceps (Ba et al., 2007). However, the number of electron-
dense microtubules forming the ring is variable depending on
the species. In Bothriocephalidea, a ring of 27 units of electron-
dense microtubules was described only in Bothriocotyle sp. (Ba
etal. unpublished) and in Glossobothrium sp. (present study). In Tri-
aenophoridae, photomicrographs presented by Levron et al. (2005)
and Brunanska et al. (2010) show respectively a ring formed by 25
electron-dense microtubules in Triaenophorus nodulosus and 37 in
E. rugosum and E. crassum. According to Levron et al. (2010), the
ring of electron-dense cortical microtubules described only in the
anterior part of the spermatozoon of the Bothriocephalidea might
be another autapomorphy of this group.

In the Triaenophoridae, the posterior extremity of the sper-
matozoon was described with only singlets produced by the
disorganization of the second axoneme in Triaenophorus nodulo-
sus by Levron et al. (2005) and in E. rugosum and E. crassum by
Brunanska et al. (2010). But in Glossobothrium sp. (present study),
we described the presence of cortical microtubules in addition to
the singlets of the axoneme. This variation in the ultrastructure of
the posterior extremity of the spermatozoon of these species con-
firm the observation by Brunanska et al. (2010) that “the structural
heterogeneity of the posterior region of the spermatozoa within
the Bothriocephalidae seems to restrict the use of this feature as
potentially interesting criterion for taxonomy or phylogeny of the
Eucestoda”.
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The mature spermatozoon of Anomotaenia quelea exhibits an apical cone of electron-dense material and
two helicoidal crest-like bodies. The apical cone near its base is surrounded by a lucent cytoplasm and a
spiraled layer of cortical microtubules. The crest-like bodies are of different lengths, spiraled and make
an angle of 30-40° to the hypothetical spermatozoon axis. The axoneme is of the 9+1’ trepaxonematan
pattern and is surrounded by a periaxonemal sheath of electron-dense material. The cytoplasm contains
in regions IIl and IV numerous electron-dense granules situated between the periaxonemal sheath and
the cortical microtubules. The posterior extremity of the spermatozoon of A. quelea exhibits a nucleus
and a disorganized axoneme and cortical microtubules. This type of posterior extremity of the mature
spermatozoon has never been described previously in a Dilepididae. Similarly, two crest-like bodies have
not been observed before in a dilepidid cestode.

© 2013 Elsevier GmbH. All rights reserved.

1. Introduction

The order Cyclophyllidea comprises 15 families (Khalil et al.,
1994) including the Dilepididae which are parasites of birds
and mammals (Yamaguti, 1959; Schmidt, 1986). The Dilepididae
exceeds one hundred genera, and is no longer considered a mono-
phyletic assemblage (KKhalil et al., 1994). Even today, the taxonomic
status of the group is highly controversial, and the phylogeny of
genera assigned to it, remains unclear. To clarify the existing con-
troversies, we consider that a combination of new information from
morphological, ultrastructural and molecular studies is needed to
bring us forward. For this it is necessary to increase the ultrastruc-
tural studies of the mature spermatozoon in this group.

According to Levron et al. (2010), ultrastructural data of the
spermatozoon of dilepidids are scarce and no published data
were available until 2001. To our knowledge, only four species
of Dilepididae have been the subject of ultrastructural studies
of spermiogenesis and/or the spermatozoon. These are Dilepis
undula (Schrank, 1788 in Thomas, 1935), Kowalewskiella glareola
(Burt, 1940), Angularella beema (Clerc, 1906) and Molluscotaenia

* Corresponding author. Tel.: +221 778142834; fax: +221 8246318/8252529.
E-mail address: ibnou.ndiaye@ucad.edu.sn (P.I. Ndiaye).

0044-5231/$ - see front matter © 2013 Elsevier GmbH. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcz.2013.08.006

crassiscolex (von Linstow, 1890) (see Swiderski and Tkach, 1996;
Swiderski et al., 2000, 2002; Yoneva et al., 2006; Marigo et al.,
2011a). In this paper, we present the fifth study of the ultrastruc-
ture of the mature spermatozoon of a dilepidid cestode belonging
to a genus that so far has been unexplored, the genus Anomotaenia
with the analysis of the species A. quelea (Mettrick, 1961).

2. Materials and methods

The specimens of A. quelea were gathered live from the small
intestine of naturally infected Quelea quelea (Passeriformes, Plo-
ceidae) from Dakar (Senegal). The worms were kept active in
physiological saline solution (0.9% NaCl) and then fixed in cold
(4°C) 2.5% glutaraldehyde in a 0.1 M sodium cacodylate buffer at
pH 7.4 for 1h, rinsed in a 0.1 M sodium cacodylate buffer at pH
7.4, postfixed in cold (4°C) 1% osmium tetroxide with 0.9% potas-
sium ferricyanide in the same buffer for 1 h, rinsed in milliQ water,
dehydrated in an ethanol series and propylene oxide, embedded
in Spurr and polymerized at 60 °C for 48 h. Ultrathin sections were
obtained using a Reichert-Jung Ultracut E ultramicrotome. Subse-
quently, they were placed on copper grids and double stained with
uranyl acetate and lead citrate. The copper grids were examined
using a JEOL 1010 transmission electron microscope at 80kV in
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Fig. 1. Mature spermatozoon of Anomotaenia quelea. (a) Longitudinal sections of Region I showing the apical cone (AC), the centriole (C), the crest-like body (CB) and the
axoneme (Ax). Scale bar 1 pm. (b) Cross-section at the level of apical cone (AC) before the appearance of the first crest-like body. Scale bar 0.3 wm. (c) Cross-section of the
apical cone (AC) at the level of the crest-like body (CB). Scale bar = 0.3 pwm. (d) Longitudinal section of Region I showing the apical cone (AC) surrounded by a lucent cytoplasm,
cortical microtubules (CM) and the crest-like body (CB). Scale bar 0.5 um. (e) Cross-section of Region I at the level of the centriole (C) showing the first crest-like body
(CB). Scale bar=0.3 wm. (f) Cross-sections of Region I showing anterior areas with one crest-like body (CB) and the posterior area (*) with two crest-like bodies. CM, cortical
microtubules. Scale bar=0.3 wm. (g and h) Consecutive cross-sections of Region Il showing the periaxonemal sheath (PS). CM, cortical microtubules. Scale bars=0.3 pm.
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the “Serveis Cientifics i Tecnologics” of the University of Barcelona
(Spain).

3. Results

The mature spermatozoon of A. quelea exhibits the general pat-
tern known from most cyclophyllideans. It is filiform, tapered at
both ends and lacks mitochondria. Observations of a large number
of transverse and longitudinal sections permitted us to distinguish
four regions (I-1V) from front to back with distinctive ultrastruc-
tural characters.

Region [ (Figs. 1a-fand 5I) corresponds to the anterior extremity
of the spermatozoon. It exhibits an apical cone of electron-dense
material and two helicoidal crest-like bodies of about 90-100 nm

thick. The apical cone is an electron-dense material initially
surrounded by the plasma membrane and later (Fig. 1aand b), when
the first crest-like body appears, by a thin layer of electron-lucent
cytoplasm and the submembraneous layer of spiraled cortical
microtubules (Fig. 1c and d). The second crest-like body seems to be
very short because it has been observed only in the posterior area of
this region. These crest-like bodies, that make an angle of 30-40°
to the hypothetical axis of sperm, lie outside the cortical micro-
tubules and vary in lengths. Thus, in cross sections, depending on
the level of the section, their number varies between 1 and 2 (Fig. 1e
and f). The cortical microtubules are spiraled and appear in both
longitudinal and transverse sections in the form of a layer of con-
tinuous electron-dense material in close contact with the plasma
membrane (Fig. 1f).

Fig. 2. Mature spermatozoon of Anomotaenia quelea. (a) Cross-sections of Region III showing the electron-dense granules (G) situated between the peri-
axonemal sheath (PS) and the spiraled layer of cortical microtubules (CM). Scale bar=0.3 um. (b) Longitudinal section of Region III showing the striated
appearance of the periaxonemal sheath (PS). Ax, axoneme; CM, cortical microtubules; G, electron-dense granules. Scale bar=0.3 um. (c) Longitudinal section
showing the transition zone between Region III (R-II[) and Region IV (R-IV). G, electron-dense granules; N, nucleus. Scale bar=1pm. (d) Longitudi-
nal sections of Region III (R-III) and Region IV (R-IV). CM, cortical microtubules; G, electron-dense granules; N, nucleus; PS periaxonemal sheath. Scale

bar=1 pm.
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Fig. 3. Mature spermatozoon of Anomotaenia quelea. (a) Cross-sections of the anterior part of the Region IV. CM, cortical microtubules; G, electron-dense granules; N, nucleus;
PS, periaxonemal sheath. Scale bar = 0.3 m. (b) Cross-section of Region IV showing the disorganization of the axoneme. D, doublets; N, nucleus. Scale bar = 0.3 pum. (c) Cross-
section of Region IV at the level of the posterior extremity of the nucleus (N). CM, cortical microtubules. Scale bar=0.3 pm. (d) Cross-section of the posterior extremity of
the spermatozoon. CM, cortical microtubules; D, doublets. Scale bar=0.3 m. (e) Longitudinal section of the posterior extremity of the mature spermatozoon (PSE). Scale

bar=0.5 pm.

Region II (Figs. 1g, h and 51I) lacks crest-like bodies (Fig. 1g). It is
characterized by the appearance of the periaxonemal sheath sur-
rounding the axoneme. The cortical microtubules are also spiraled
as in region I (Fig. 1g and h).

Region III (Figs. 2a-d and 5III). In addition to the structures
observed in region II, region IIl is characterized by the presence of
numerous electron-dense granules, which are localized between
the periaxonemal sheath and the submembraneous layer of corti-
cal microtubules (Fig. 2a-d). The periaxonemal sheath appears in
section as a striated structure (Fig. 2b). In Fig. 2c, we observe the
transition zone between region Il and region IV.

Region IV (Figs. 2c and d and 3a-e and 5IV) corresponds to the
nuclear and the posterior region of the spermatozoon. The nucleus
isacompact cord of electron-dense material coiled in a helix around
the axoneme (Fig. 2c and d). In cross-sections, depending on the
level where the section s cut, it envelops partially or almost entirely
the axoneme (Fig. 3a). The periaxonemal sheath and the granules
are present only in the anterior and middle parts of this region. The

Fig. 4. Presence/absence of glycogen granules applied by Thiéry method. Scale
bar=0.3 wm.

axoneme starts to disorganize in the nuclear area (Fig. 3b and c).
The posterior extremity of the spermatozoon is characterized by
the disappearance of the nucleus first (Fig. 3d), and followed by the
singlets of the axoneme (Fig. 3e) and cortical microtubules. The test
of Thiéry (1967) shows the absence of contrast, demonstrating the
non-glycogenic nature of the electron-dense granules (Fig. 4).

4. Discussion

The spermatozoon of A. quelea, as other dilepidids studied until
now, is of the type VI spermatozoon pattern (Levron et al., 2010;
Marigo et al., 2011a). According to Levron et al. (2010) this type
exhibits only one axoneme and is characterized by the presence
of crest-like body or bodies, a periaxonemal sheath and both spi-
raled cortical microtubules and nucleus. Other cyclophyllideans
belonging to different families, such as catenotaeniids, dipylidiids,
gryporhynchids and some anoplocephalids are also characterized
by this type of spermatozoon (Justine, 1998; Levron et al., 2010).

The crest-like body (or bodies) in the cestode spermatozoon
always marks the anterior extremity of the gamete (Ba et al.,
1991). Consequently, the extremity with the crest-like body of the
A. quelea spermatozoon corresponds to its anterior end and the
extremity without the crest-like bodies to its posterior extrem-
ity. So far, in the Dilepididae, only one crested body has been
described in the anterior part of the spermatozoon (see Table 1).
Nevertheless, from A. quelea we report for the first time in a
dilepidid cestode the existence of two crest-like bodies. The sec-
ond crest-like body seems to be very short because it has been
observed only in the posterior part of the anterior extremity. In
the Cyclophyllidea two crest-like bodies have been reported in
all five studied species in the family of Davaineidae (Polyakova-
krusteva and Vassilev, 1973; Ba and Marchand, 1994a,b; Ba et al.,
2005a; Miquel et al., 2010), Catenotaeniidae (Miquel et al., 1997,
Hidalgo et al., 2000). In the Anoplocephalidae, there are two crested
bodies in Anoplocephaloides dentata, Gallegoides arfaai, Mosgov-
oyia ctenoides, Monieza benedeni and M. expansa, Inermicapsifer
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Fig. 5. Schematic reconstruction of the mature spermatozoon of Anomotaenia quelea. AC, apical cone; ASE, anterior spermatozoon extremity; Ax, axoneme; C, centriole; CB,
crest-like body; CM, cortical microtubules; D, doublets; G, electron-dense granules; N, nucleus; PM, plasma membrane; PS, periaxonemal sheath; PSE, posterior spermatozoon
extremity; S, singlets.
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Table 1
Comparison of ultrastructural characters of the sperematozoon of Dilepididae.
Species AC CB PS G PSE References
Dilepis undula ? 1 + + Ax Swiderski et al. (2000)
Kowalewskiella glareola ? 1 ? + Ax Swiderski et al. (2002)
Angularella beema ? 1 + + Ax Yoneva et al. (2006)
Molluscotaenia crassiscolex + 1 + + Ax Swiderski and Tkach (1996) and Marigo et al. (2011a)
Anomotaenia quelea + 2 + + Ax+N Present study

AC, apical cone; Ax, axoneme; CB, number of crest-like bodies; G, granules; N, nucleus; PS, periaxonemal sheath; PSE, posterior spermatozoon extremity. +/— presence/absence

of considered character; ? unknown data.

madagascariensis and Inermicapsifer guineensis, and Monoecocestus
americanus (MacKinnon and Burt, 1984; Ba et al., 1991; Ba and
Marchand, 1992a,b, 1994c,d; Miquel and Marchand, 1998a; Li et al.,
2003; Miquel et al., 2004; Eira et al., 2005, 2006). In addition two
crested bodies have been observed in Mesocestoididae (see Miquel
etal., 1999, 2007). Further studies are needed to show the variation
of the number of crest-like bodies among the dilepidid genera.

An apical cone has been described in the anterior extrem-
ity of the spermatozoon of Cyclophyllidea (for example it has
been described also in some anoplocephalids, catenotaeniids,
davaineids, dipylidiids, hymenolepidids and nematotaeniids) (Ba et
al., 2005a,b, 2011; Yoneva et al., 2008, 2009, 2010, 2012; Miquel et
al., 2009, 2010), Proteocephallidea (Ba and Marchand, 1994b; Séne
et al., 1997; Marigo et al., 2012b), Tetraphyllidea (Quilichini et al.,
2007; Marigo et al., 2011b), Diphyllidea (Marigo et al., 2011c) and
Bothriocephalidea (Ba et al., 2007; Marigo et al., 2012a). Among
the Dilepididae, an apical cone has been illustrated in M. crassis-
colex only (Marigo et al., 2011a). The latter authors describe only
one crest-like body and, although they do not mention the char-
acteristics of the apical cone, their TEM micrographs clearly show
the presence of an electron lucent layer of cytoplasm surrounding
this apical cone. In the present study we show that the anterior
extremity of A. quelea is also characterized by the presence of an
apical cone surrounded by an electron lucent cytoplasm and cor-
tical microtubules, but differs from M. crassiscolex in the presence
of two crest-like bodies. In contrast, this character has never been
observed in the other three dilepidids studied, D. undula, K. glare-
ola and Angularella bema (Swiderski et al., 2000, 2002; Yoneva et al.,
2006).

An interesting feature of A. quelea, is the presence of a periax-
onemal sheath. This structure has been described in all previous
studied dilepidids (see Table 1). However, its position along the
length of the spermatozoon shows some variation within the fam-
ily. In A. beema (see Yoneva et al., 2006) and M. crassiscolex (see
Marigo et al., 2011a), it has been observed only in the area contain-
ing the electron-dense granules. On the other hand, in D. undula
(see Swiderski et al., 2000) and A. quelea (present study), it appears
anterior to the granules of glycogen and persist until in the nuclear
region.

In most Cyclophyllidea, the axoneme becomes disorganized
after the nuclear region. However, in A. quelea we describe for the
first time in a dilepidid cestode the disorganization of the axoneme
before the posterior extremity of the nucleus. Similar observations
are so far only reported from five species of Cyclophyllidea, namely
the anoplocephalids Paranoplocephala omphalodes (see Miquel and
Marchand, 1998b), Gallegoides arfaai (see Miquel et al.,2004) and M.
ctenoides (Eira et al., 2006), the hymenolepidid Echinocotyle dolosa
(see Ba et al., 2002) and the taeniid Taenia saginata (see Ba et al.,
2011).
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Résumeé

Le présent travail porte sur onze espéces de Cestodes dont Six Cyclophyllidea (Anomotaenia quelea,
Echinocotyle dolosa, Paroniella reynoldsae, Raillietina (R) baeri, Sudarikovina taterae et
Taeniarhynchus saginatus) et cing Bothriocephalidea (Bothriocephalus claviceps, Bothriocotyle sp.,
Glossobothrium nipponicum, Glossobothrium sp.1 et Glossobothrium sp. 2). Ces helminthes ont été
récoltés chez sept espéeces de vertébrés : deux poissons (Anguilla anguilla et Schedophilus velaini),
deux oiseaux (Corvus albus et Quelea quelea) et trois mammiféres (Mastomys erythroleucus,
Gerbilluscus gambianus et Homo sapiens). L’étude morpho-anatomique de quatre Bothriocephalidea
nous a permis de signaler la présence de trois nouvelles especes : (Bothriocotyle velaini,
Glossobothrium velaini et Glossobothrium senegalensis) et de nouveaux caractéres de diagnose.
L’étude de la répartition géographique des hétes nous a permis de mettre en évidence I’existence de
nouveaux hdtes (Corvus albus et Schedophilus velaini) et de nouvelles localités (Sénégal, Afrique).

L’étude utrastructurale de la spermiogenése de Sudarikovina taterae a permis de révéler pour la
premiére fois la présence chez les cestodes de deux centrioles a caractéres ultrastructuraux distinctifs
et paralléles entre eux.

L’étude ultrastructurale du spermatozoide de six Cyclophyllidea (Anomotaenia quelea, Echinocotyle
dolosa, Paroniella reynoldsae, Raillietina (R) baeri, Sudarikovina taterae et Taeniarhynchus
saginatus) et trois Bothriocephalidea (Bothriocephalus claviceps, Bothriocotyle sp., Glossobothrium
sp.) nous a permis de mettre en évidence pour la premiere fois I’existence chez les cestodes de sept
corps en créte, chez les Bothriocephalidea d’un cone apical, uniqguement de microtubules transparents
aux électrons ou la coexistence de microtubules transparents et opaques aux électrons dans le méme
spermatozoide et chez les Cyclophyllidea de cbnes apicaux de longueur et d’aspect différents, d’un
disque apical en lieu et place du cone apical, d’un noyau rectiligne a sections polylobées, d’un noyau
dans I’extrémité postérieure du spermatozoide, de microtubules corticaux spiralés uniquement a leur
extrémité antérieure. De plus, la présence de deux corps en créte est signalée pour la premiére fois
dans la famille des Dilepididae.

Mots-clés:  Morpho-anatomie, Bioécologie, Ultrastructure, Spermatozoide, Cyclophyllidea,
Bothriocephalidea, cone apical, corps en créte.
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