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fsitroduceion.

Es bien conacida b importamcia de la wtilizacidn de cultives  de protozoas
ritre, para el eshudio de suestructura, Honigherg propone el estudio oliraesiruetu-
ral de los tricomonddidos. como puito de partida para establecer su posicion ta-
wondmica v las Hnens de so evolucion,

Las investigaciones realizados con micrpseopio electronico en Frichomaonas
spp. o son muy numerosas, y solo hay un trabajo sobre T ultruestructora de Tre
chonanas gallinae (Protozoa: Masiigoplar )

L.og estudios realizados sobre jos aspectos que reviste Ja division de las diferen-
tes especies del orden Trichomaonadide son oy escasos. Tampoco existe ninguno
que haga referencia a la aliraestretura de ta division de 77 geltinac,

La colchicing como mitotdstice ¢ inhibidor de o formacidn de microtabulos se
Iy empleado usualmente en biologia celular, en helizoos, fibroblastos y leucocilos,
preferentemente. Bicha droan se e aplicade a estudios sobre biogénesis v desen-
samblaje microtubular de aleunos protozoos mshados, ¥ es la primiera ver que se em-
plea en Trichomonddidos.

Nuestre trabajo tiene uwna triple finalidad, al aporiar nuevos dalos sobre la
estructura y ultraestructurn de T) goflinge y de sus lases de division, y al investigar
la ucciom que desencadena la colchicing sobre el sisterma microiubulur v orros or-
ganulos.

t Universidad de Caordoeba. Citedra de biologia. Seceidn de biologia apherda, Instituio de zoo-
teenia. C. 5. I C. Faculiud de veterinaria. Cordoba. (ERspafia).
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Revisidon bibliogrdfica.

Aunque ha habido nrotozoologos que se han ocupado de describir la estrue-
tura de Tus diversas especies-de tricomonadidos, no existe abundancia deo trabujos
sobre el particular ¥ menos atn sohve Frichomones gellinge,

Daonne (18363 describio la estructura microscopica de Trichomonas vaginalis.

Anderson {1955) cstudid al microscopio electronico  Trichomonas miris
{Grassl) v estublecio que la estructura lina de los organulos de esta cspecic se pucede
tomar como protolipo del grupo.

Posteriormente, Osada (1962) estudio este protozoo comparando Jas estructu-
rag (ue se observan mediante microscopr Optica y electrdnica.

Pitelka {1963) efectud una revision de la ultraestructura de los prowzoos, entre
cllos de algunos tricomonddidos, y destacd como prowotipe Tricliennonas muris,

Joyon, Mignot, Kattar v Brugerolle (1969) realizaron nu estudio comparado
del sistema cinetosdémico de T cricerf, Towuris, T mimta v T avgrista. Los dos
primeres. del tubo digestivo de roedores: v los segundos. del lagarto viviparo v de
Ia salanmandra, respectivamente,

Daniel, Mattern y Honigberg (197 1) estudiaron 1o ultraesirnctura de T imaeriy,
¢ hicicron especial referencia al mastigonte. Describieron nuevas estructuras. cntre
ellag el cuerpo infracinetosémico.

Wenrich y Emerson (1933), Kerby (1951) v Ludvid (19545 entre otros. estu-
diaron la morfologia de Tritrichomonus foetus {Riedmiller) mediante ¢l micros-
COpIo Optico,

Inoki, Ohno, Kondo v Sakamaoto (1961) mostraron par primera vez las imédge-
nes microscopico-electrénicas de la costa de T foerus

Yoshihire Do (1968) efectud un estudio sabre la estruciura v propicdades
quimicas de Tracciones de T foerus obrenidas por centritugacion diferencial,

Kl trabajo de Honigberg, Mattern v Daniel (1971) sobyve la ulivacstructura del
sistema mastigonte de 77 toeris, os el que aporta mayor elaridad sohre los organulos
de este protozoo. .

Brugerolle (1971) publicd un estudio sobre la ultraestroctury del géuero Tri-
chomitus (Swezy, 1915) v lonigherg, Duniel v Mattern (1972) sobre Trichomitus
batrachorunr (Perty).

Honigberg, Mattern v Daniel {1963 ) realizaron un estudio microscopico, en Peir
tetrichomonas hopdnis (Davaine, 18607,

Sobre Trichomonas vaginglis se ba publicado mayor cantidad de trabajos, tanto
én el campo de Ia microscopia dptica como electronica.
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Inoki. nakanishi y Nakabayashi, (1959) fucron los primeros en acometer ef
estudio de la ultraestructura de 70 vaginalis.

Cavicr. Georges y Savel (19635) contribuyeron al estudio citologico de T 1w
ginglis, usando digitoninag como agente dispersante del citoplasma, puesto que el
grosor de este protoroo hace dificil la observacion microscopica en contraste de
fases.

Yeh. Huang y Lien £1966) estudiaren la ultraestructura del mastigonte v de las
mitocondrias en ¥ vaginalis v cstablecieron que s forma de célula varia en los
cultivos in ritio,

Brugerolle (1971-1971) puso de maniliesto procesos de endocitosis v estructu-
ras Jisosomicas en 1. opaginalis. medimite la aceidn de oxido de torio al medio de
cultive, lo que pennile ver las vias de penetracion alimentarias. Establecio la inexis-
tencia de citostoma y la presencia de pinocitosis intensa.

Brugerolle v Metenier (1973} localizan v caraclerizan intracelularmente dos

tipos de malato-deshidrogenasa, en T vagingfis, 4 nivel del nuclecide de los gra-
nulos densos.

Sobre Trichamonas gaflinae existen bastantes trabajos en cuanto a epidemio-
Togia y morlologia folomicroscdpica se refiere.

Stabler 11934} llevd a cabo una revision de los publicado hasta 1a Techa sobre
T ogallinge. ,

Abrgham y Honigberg {1904) cstudiaron la estructura de T galiinae en con-
traste e Tases oscuro v brillante, y mediante tinciones con hematoxiling Eriica.

El trabajo de Mattem, Honigberg vy Muniel (1967) es el que aporta la auténti-
ca estruciura de los orgdnulos de 10 gallinge. Dicho estudio, realizado mediante ¢l
micruscopio electronico, se reliere escneialmente al mastigonte de este protozoo.

En 1973, Levine realizd una importante revision v puesta al diz de Jo mis in-

teresante publicado sobre tricomonadidos  pardsitos del hombre v de los antimales
domésticos v resaltd. sobre todo, los aspectos epidemioldgicos y patologicos produ-
cidas por las distintas cspecics de tricomonadidos,

Creemos de interés incluir cn osta revision los trabajos realizados sobie la ui-
tracstructurd de dos generos cstrechamente relacionados con Trichomonas, pero
que carecen de algunos organulos caracteristicos de este dltimo,

Hollande y Vaientin (1969) estudiaron el sistema cinetosémico v sus depen-
dencias on Macrorrichonionas {Grassi) v observaron la carencia. en este género, de
la membrana ondulante.

Mattern. Daniel y Honigberg (1969) revelaron la ultraestructura de Hypotri-
chomonas aeoste (Moskowitzy {Manacercomonadidae, Trichomonadida) y pres-
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taron especial atencion a las rudimentarias costa vy membrana ondulante. Fstos
mismos autores {1972) observaron cn Morocercomonas spp. 1a avsencia de costa v
de membrana ondulante ¥ ba persistencia de la Jdmina marginal.

Con respecto a olros trabajos sobre tricomonddides, en los que se presentan
altevaciones de t estroctina normal, hemos de citar los de Brugerolle (1973) y
Mattern. Honigherg v Danicl (1973) sobre ultracstructura de los gquisies ¥ seudo-
quistes, respectivamente, de Frichomituy batrachorum. Fn los seudoguisies se ob-
serva internalizacion de la ldmina marginal v de la membrana ondulante, que na
va acompinada necesariamente de la internalizacion del flagelo recurrente ni de los
Tagelos anterfores, In las altimas fases de formucion se perciben varias desviaciones
de la estructura microtubular flagelar @ + 2. Los quistes son esféricos y pasecn pa-
red guistica que no presenta poiros ni opérculo, on su parte mds densa se encuentran
constituidos por una especie de microfilaimentos que recuerdan la costa. Se observa
la aparicidon de axonemas intracitoplasmaticos con flagelos internalizados que mues-
tran alterados algunos dobletes microtubulares. No es posible jdentificar fa membra-
na ondulante ni la costa. A veces existe division bajo la Torma quistica, sin que in-
tervenga mis que ef nicleo v el sistema cinetosdmico. v no ha citodiéresis.

Brugerolle, Gobert v Savel (19743 ponen de maniiiesto que T7 vaginalis Jlega u
ser ameboide, emite scuddpodons vy contiens microfilamentos en su citoplasma,
cuando se aisla de lesiones viscerales provocadas por inyeccidn intraperitoneal cn
el raton.

La mitosis en protozeos revisie multiples aspectos, La mayoria de fas observa-
cioncs se han hecho con el microscopio éptico. Hollande v Valentin (1972) estudian
algunos aspectos v, de forma general, la pleuromitosis de los tricomonadidos ¢
indican la presencia de una formacion que sushituye al huso nutotico: el paradesmo-
soma. La membrana nuclear puede desaparccer o no. Falty el centrosonw. el cual es
reemplazado por el atractdoioro, que es un orgdnuio de estructura periodica del cual
parten los microtibulos que forman el paradesmosoma.

Al no cxistir ningunas bibliografya sobre alteraciones experimentales de 7
chomonas, provocadas por agentes fisicos o quimicos, hemos de referir nuestros en-
savos a Jos resultades obtenidos en otros protozoarios. Afzelius (1963), en diver-
sos trabajos realizados sobre distintos ciliados v flagelados. observd cilios v flagelos
que se apartan de la estructura normal 9 + 2.

Tilney, Hiramoto y Marsland (1966-1968) ensayaran las temperaturas bajas y
las presiones altas, la colehicina, vimblastina y vincristina, para provocar una despo-
limerizacidn microtubular, en ciertos heliozoos.

Angelopoulos {1970}, siguiendo el método de Langmuir (1917} de extension

por tensién superficial y ¢! método de! punto critico de desecacion, mostré el com-
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plejo microtubular subpelicular, en tres dimensiones, de siete especies de cinco gé-
neros de tripanosomatidos v concluyd que no se obscrva conexion entre los flage-
los y los microtgbulos subpeliculares.

Behnke (1972) empled la vimblasting pura provocar una transformacién di-
recla de algunos microtdbulos citoplasmaéticos, en estructuras helicoidales v hasta
en cuerpos para eristalinos, en espermatidas de larvas de Nephiroroma suturalis.

En Ocfromaonas, Brown y Bouck (1973) han empleado {a colchicina y las pre-
siones hidrostdticas. Obscrvaron cdmo va cambiando la forma caracteristica hasta
hacerse totalmente redondeada. Al hacer desaparecer los agentes experimentales
se recupcera nuevamente la forma normal.

Summers y Gabbons {1973) estudiaron los efectos producidos por (2 digestion
trispsinica de axoncemas flagelares aislados de espermatozoides de erize de mur v
enconlraron que se alteran la mayoria de las estruciuras Magelares 1{picas.

Williams, Frankel y Nelsen (1973} cstablecieron dos madelos de reabsorcion
ciliar, i sity y despuds de una reiraccion dentro del citoplasma, en Tenafumeng py-
riforsmis, bajo condiciones de privacion de aminodcidos,

También se ha visto el mecanismo de accién de la colehicina en espermatoroi-
des mislados del erizo de mar (Wilson v Meza, 1973). Observaron que se solubilizan
y desaparecen los pares centrales de jos flagelos,

Finalinenle, quercmos resaltar [y importancia del sistermna microtubular, no sélo
cn cuanto a su funcion de sostén, sino en cuanto a una Tuncion mas dindniica, en el
movimienta de ciertos protozoos,

Holt y Corliss (1973} comprobaron, en Stenfor coerdens, come el mecanis
mo contracli! del ciliado se debe a un sistema de fibrillas corticales que parten de
los cinctosomas y estdn conectadas con microtabulos,

Mooseker y Tilney (1973) han detectade una ATP-asa parecidu a [a dineina,
en el axostilo de Criprocercus. Aislan los axostilos y restablecen su motilidad nor-
mzl com ATP,

Material v métodos.

Hemas empleado, como matenal de estudio, Trichomaonas galfinae (Rivolta,
1878), cepa I BP4, aislada por nosotros, de un palomo portador que habia padeci-
do tricomoniasis y que poseia resios de lesiones en ¢l tramo digestivo superior,

El aislamiento inicial se hizo siguiendo la técnica de Herman {citado por [ia-
mend, 1957), en caldo Trichosel (B.B.L.), el cuaimodificamos mediante la adicion
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mond, 1957), en caldo Trichosel (B.B.L.), el cualmodificamos mediante la adicion
de extracto de levadura, dodo ascoOrbico y hicarbonato sodico; ¢l pH del medio se
ajusto a 6, con deido clorhidrico 0.1 N. El medio de cultivo se suplementé con 5 p,
100 de suero de cabalio, estéril e inactivado.

Los tubos sembrados con tricomonadidos se mantuvieron de 48 a 72 horus, 4
37° C. Al final de este periodo se hacia una transferencia a otro tuba eon el mismo
nedio de cultivo y se incubaba el mismo tienipo, o la misma temperatura,

A continuacidn sc hicieron dos transferencias mds al medio C. P. L. M. {Jolin-
son ¥ Tusell, 1943), modificado con Ia supresion  de agar. El pH de este medio se
ajustd a 7.3 con hidroxido sodico IN y se anadio § p. 1D de suero de caballo, es-
éril ¢ inactivado.

Se hacian recuentos del nimero de tricomonadidos moviles por mi de medio
de cultivo, en ung cdmara de Neuvbauer, para comprobay si existia cantidad sufi-
ciente de microorganismos, la cual se estimd en unos 10%  microorganimos po ml
de medio.

Se centrifugd a 1.500 r.p.m. durante 10 minulos, se decantaron los sobrenadan-
1es y cadu pella se suspendio en 1 mide C.P. L M. resco vy sin agar.

Mantenhmiento de cultivos enr nitrogeno Houido

A continuicion se procedid a congelar los microorganismos en nitrogeno ligui-
da, segun la técnica de Diamond (1964), en la que utilizamos 13.M.5.0. (dimetil-
sulfaxido al 10 p. 100) como agente protector.

Los tricomonadidos se sacabun del nitrdpeno v se descongelaban por inmersion
rapida en un baio de Maria a 457 C. Se efectuaban dos resiembras sucesivas en me-
dio C.P.1.M,, para estabilizar los cultivosy reguiar ¢l crecimiento, al final de lis cua-
les se hacian de nuevo tres series mas de resiembras,

Una primera serie estaba constituida por tubes con 7. gallinee mantenidos 72
horas a 37 ° C. en medio C.P.L.M. Una segunda serie era de tubos con 7. gallinac
mantenidos en medio C.I7.L.M. durante 48 horas 1 37° C, ¥ 24 horas mds. a la mis-
g temperatura, v sometidos a T oaccion de a colehicing a diferentes concentracio-
nes (1 mM, 0.5 mM,0.25 mM v 0125 mM

También se sometid una tercers serte de cultives de 77 gallinue a la secion de
la colchicina 1 mM. Mediante microscopia de contraste de fases brillante sc com-
probd st existian alteraciones de mofilidad y de estructura, a intervalos de 1, 2, 4
v & horas, en cuyo momento se procedia g ljarlos y someterles a las téenicas mi-
croscopico-electronicas.

Microscopia elecrronica.

Al final de las 72 horas de cultivo a 37° € todos los tubos se centrifugaron a
1.500 1. p. ., durante 10 minutos; se decantaron los sobrenadantes y las pellas se
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fijaron en glutalraldehide at 5 p. 100, en tampdn fosfuto (pH 7.3), segiin el proce-
dimiento de Sabattind y colaboradores, a la que siguié una posfijacion en tetréxido
de osmio al T p. 100, en el mismo tampon.

A continuacion las pellas se preineluian en agar al 3 p. 100, entriando en un
bafio de hielo, v se deshidrataban en la serie de acetonas.

La inclusion se hizo en Durcupin A, C. M. (araldita). Una vez obtenidas las cdp-
sulas, log cortes, cuyo grosor oscilaba entre 40 y 60 nn se obtenjan con un ultra.
microtomo modelo L. K. B. IlI ¥ se montaban cn rejilias de cobre de 30 mm. El
contraste se cicctuaba en todas las ocasiones con acetato de uranilo, seguido por ci-
trate de plomo. Las observaciones y electromicrofotografias se hacian en un mi-
croscopio Philips, modelo 300, v estas ultimas han sido obtenidas mediante placas
Agla-Gevaeri-Scientia, de 6,5 x 9 e,

Microscopia opticd.

Antes de fijar en glutalraldebido se hacian preparaciones entre cubrechjetos y
portaohjetos de mucstras de pelias.

i.as obscervaciones 7 rive con contraste de fases brillante se han hecho en un
microscopio invertido Nikon, modelo M. con sistema fotogrifico y con flash elec-
trénico incorporados,

También se llevaron a cabo observaciones y fotomicrofotograiias en material
normal fijado en glutaraldehido al 5 p. 100, en tampdn fosfato de pH 7.3, En este
caso se empled el contraste interferencial de Normanski, montado en un micros-
copio Leitz, Dialux, con sistema de fotografia incorporads.

Resultados.

Microscopia optica » electronica de T. gallinae [ Trofozoito),

Las observaciones con contraste de fases interferencizl de Normanskii muestran
escasa resolucion para localizar la forma y disposicion de los organulos celulares,
dado el grosor del cuerpo de 7. gollmze.

£n las microfotografias obtenidas in vive (Lamina [, figs. a. b, ¢ y d}, con con-
traste de {ascs, pueden apreciarse con clarndad caracteres externos como son la for-
ma ovoide, la membrana ondulante, el tallo axostilar y Jos tlagelos anteriores.

Son visibles, aunque en menor grado, los granulos densos paracostales y endoa-
xostilares, el nacleo v las formaciones vacuclares,

Es practicamente impasible identificar ¢l complejo cinetosémico, ¢l cuerpo pa-
rabasal v la costa,
Las observaciones realizadas bajo contraste interferencial muestran la misma di-

ficultad de identificacion exacta de los organulos internos celulares; no obstanie, ios
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organulos que se proyectan hacia el exterior son perfectamente identificubles, comuo
son el taljo axostilar, la membrana ondulante, tos fTagelos anteriores, los pozos (la-
oclares, el el flagelo recurrente v las vacuolas (Limina 1. figs, ¢, g v b).

Fn microscopia clectronica adoptamos la orientacion definida por [os aurores
anglosajones, para lus tricomonadidos, es decir, cl flagelo recurrente. asuciado o no
a la membrana ondulante. estd situado a la izquierda, respecto al observador, v de-
fine lu cara dorsal del protozoo. La cara ventral se encuentra definida por la presen-
cia del caprtulo axostilar, a nivel del nucleo y de la inion pelte-axostilar. Tleje an-
tero-posterior va desde el centro del sistema cinetostimico hasta ¢f cxtemo poste-
rior o tallo del axostilo. LI cje dorso ventral conecta el punto de ko membrana ondu-
lante situade a medio camine. entre ¢l extremo antenor y posterior de este vrgd-
nulo y ¢l punio correspondiente a nivel de la linca media ventral del organismo,

Un corte longitudinal de T gellinee nos muestra, desde el extremo antenior,
donde s¢ encuentra situado el labio, el sistema cinctosémico y origen de la pelta,
husta e! extremo poslerior o tallo axestilar, los siguientes orgdnulos. de izguierda
derecha, pelta, axdstilo v union pelto-axostilar, cinctosomas v flagelos unteriores,
micleo, retieulo endoplasmico, fibra parabasal. cuerpo parabasal o complejo de
Golgi {Ldmina II, fig. a). membrana ondulante, grinuvlos endoaxostilares, flagelo re-
currenie, costa, granuios paracostales y vacuolas (Lamina 11, fig. b).

Pelta y axpstile. La pelta es una formacion microtubular que se extiende desde
ol extremo anterior mas saliente del tricamonas {labio) hasta, aproximadamente, la
altura de los cinetosomas (Lamina 11, fig. b y ldmina 11, figs. a, b, e.d vy ¢). Corre
hacia la parte ventral, formande una abertura o capitulo que parcce rodear los cine-
tosomas, 2 cuvo nivel se conecta con los microtibulos que forman el cap il axos-
tilar, muy cerea del nicleo.

E} axostilo se extiende desde la union pelto-axostilar hasta el extremo posterior
del organisme, cn donde hace prominencia al exterior formando ¢l tallo axostilar.
Sy didmetro varia en los distintos tramos, pero a nivel del tallo es de 330 no apro-
ximadamente. Su forma s similar & un baston formado por microtithulos paralelos.
que a ciertos niveles se curvan de modo que $us SCCCIONES Transversas aparecen dis-
pucstas en circunferencia, y u veces adoptan forma de espiral abierta (Lamina 1,
figuras a y b, Jamina 11 Migs. a, b, c.y ey ldmina IV, g a).

Tanto los microtibulos de Ja pelta como los del axostilo tienen un didnmetro dce
25 nm aproximadamente. y se hailan separados por una distancia de 15 nn. Dichos
microtubulos o se encuentran independizados unos de otros, sino que cstan en-
irelazados por finas fibras que los mantienen unidos (Lanuna V., N1g. g).

A nivel de la unidn pelio-axostilar hemos de considerar la presencia de unas for-
maciones muy densas a los clectrones, gue constituyen los filamentos sigmadeos o
fibras preaxostilares del cinetosoma 2. (Ldmina 11, fig. a, y Mmina 1. figs. b, c ¥ ¢).
En numero de nueve, constituyen una cstructura formada por tres capas: o mids
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ventral. contituida por los nucvotdbulos del axostilo; la media, por los nncroto-
bules de la pelta, v la mis dorsal. por los filanientos sigmoideos,

El tallo axostilar puede encerrar pequefias formaciones similares & microve-
siculas {Ldamina 11, fig. a, flecha).

Sistewa emetosénico. Se gncuentra situado encima ded ndicles. en la region
anterior del protoroo. Fstid fuormado por cinco cinetosomas, cuatro de cllos pary-
lelos entre si, que son fos gue corresponden a los flagelos anteriores. Bl quinto es el
cinctosoma del flagelo recurrente y se situa perpendicularmente a los otros cuatro
(Lamina 1}, figs o, ¢ ¥ d}. Sus dimensiones son de 210 a 164 nm de didmetro por
360 nm de largo,

Se halan constituidos por 27 microtibulos agrupados €n nueve tripletes. Cada
triplete mide 32 nm de largo v los microtabulos constituyentes tignen un didmetro
de 24 a 25 nm, aproximadamente, La asoctacion de microtibulos que constitiyen
unt triplete presentan dos paredes comuncs, de unos 7 min de grosor cada una.

Dependiendo del nivel u que se corten los cinetosomas, la ultraestructura tino
puede variar, pere en general podemos distinguir tres zonas: la anterior presenta,
ademiis de fa estructura aoterionnente expuesta, vn microtubulo central del que
irradian finas fibras hacta el microtGbules mds interno de cada Lripleic, Otras finas
fibras unen los microidbulos intermos de cada triplete a los externos {Lamina [H.
Teura ¢). La zona media ofvece Ju estructura tipo, sin microtabulo central, y unas
finas fibras que unen kos microtdbulos internes de lTos nueve Inpletes (Limina 1V,
figura biln fa zona distal o zong de transicion el cinctosoma adopta una nuevy
configuraciom mas parecida a lo estructura {ipica flagelar 9 + 2, el par central de
microtibuios estd va presente, acompanado de nueve tripletes perit¢ricos { Lamina [V,
figura ).

May. ademds cierras estructuras filamentosas asociadas a algunos de los owmeto-
somas, asi, por ejemplo, los filamentos sigmoideos, que tienen un origen comun
en o) cinctosoma 27y quie se disocian o nivel de la union pelio-axostilar,

Tamto el cinetosoma 17 como el cinctosoma 3.7 poscen unos filumenios que
s¢ curvan en of sentido del movimiento de las agujas de un reloj. LI filamento del
cinetosoma 1. posec una estructura periGdica de unos 10 nm, aproximadaimente,
que algunos autores identifican como ¢l origen de la limina marginal (Lamina 111,
figuras a, b, c v ).

Los cinetosomas 17 v 27 muestran, ademds. unas estructuras flamentosas en
numero de nueve, que se disponen radialinente en el extertor de los trnipletes, curva
das también en el sentido  del movimiento de las agujus de un reloj {Limna 1T,
figuras d, flechas) y que no parccen relacionarse entre 1.

Entre eslos mismos cinciosomas se apreciz una estructura periodica (Lamina 1],
{iguras b v ¢), curvada ligeranmente en sentido inverso al del movimienta de las agu-
jas de un reloj, gue no parece relacionarse con ningin orginulo y que denominare-
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LAMINA 1. Figuras a, b, ¢ v d. 7. gellinge, in vive. Notese la forma celular y el

-

nicleo en posicion anterior, Contraste de fases. x 1500
Figuras e, . 2 v h. S¢ pueden observar el (allo axoestilar v la membrana ondulante,
los flagelos anteriores y el nicleo. Contraste interferencial. x 1,250,
LAMINA 1T, Figura a. Corre longitudinal mostrando diferentes orgdnulos. Micro-

vesioulas on el tallo axostilar, x 15.400.

Figura b, Corte longitudinal. Arriba v a la derecha se observa un tallo axostilar en
corte transversu. x 28.3200.

LAMINA HI. Figurs ua. Corle transverso a nivel del mastigonte, Notese ovigen de ia
costa v la disposicion de los cinetosomas. x 29.300.

Figura b. Relaciones entre algunos companentes ded sistoma cinetosdmico, x 29.300.

Figura ¢. Cinctosomas y relaciones a nivel de {2 unidn pelto-axostiiar. x 75,200.

Figura d. Cinetosomas y filamentos radiales, x 61.0600.

Figura ¢. Filamentos sigmoideos y estriacion del iilamento accesorio del cinetosc-
ma 1°.x 92.300.

LAMINA IV, Figura a. Corte transversal de 70 gallinge. Notese ¢l capitulo axos-

tHar y la costa. x 22.800.

Figury b. Detalle de un cinetosoma en corte transverso a nivel de la zona medra,
% 156.600.

Figura ¢. Detalle de cinetosomas en corte transverso, a nivel de la zona de transi-
cidon. x 58.600.

Figura d. Corte transverso. Se puede observar un flagelo emergicndo por el pozo
flagelar. Detalle de la lamina marginal. x 22.800.
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mos X siguiendo la nomenclaturs  de estructuras similares vistas en otros tricomeo-
nddidos. Ademds. el sistema cinetasdmico es origen de ofros arganulos de T, galki-
aae, como la costa. la fibra parabasal y posiblenmente Ia membrana ondulante.

Casta v fibra parabasal 3a costa (Lanvina U, fig. b, ldmina 1], fig. a, lamina 1V,
figuras 2 v &, y Kmina ¥V, fiss. a, b y ¢) se origina en las inmediaciones del cinetoso-
ma del flagelo recurrente, v corre dorsalmente hacia ¢} extremo distal del microor-
ganismo, muy proxima a la membrana ondulante. Su anchura mdxima es de 0,2 mi-
cras. Se halla envueita por una membrana de unos § nm de espesor. En un corte lon-
gitudinal ofrece una estructura estriada caracteristica, formada por bandas gruesas
de 10 nm de espesor, separadas por distancias de 40 nm. A ciertos niveles, entre
cada dos bandas gruesas se ven una o dos bandas més finas, de grosor varable.
=1 aparece una sela banda fina, su grosor es de 4 nm, pero a los niveles en gue se ven
dos bandas finas el prosor de cada una es de unos 2.5 nm, aproximadamente. Lsto
dltimo nos hace pensar que posiblemente a los niveles en que se observa una sola
bandu fina de 5 nm puede ocurrir que se superpongan dos bandas finas de 2.5 nm.
Segin lo anteriormente expuesto vy siguiendo jos diferentes modelos de estriacién
irunsversa propuestos por Honigberg v col. (19719, ta estriacion de la costa de 7o
gallfinae correponde al tipo A. Ademds, la costa presenia una estriacion longitudinal
fonmada por finos fiamentes de unos 2.5 nm de espesor, separados por una distan-
eid de unos 7 nm (Ldmina §V. fig. 2, v 1amina V. fig. ¢).

by dos flamentos parabasales que suelen caminar muy proximos y que reve-
lan una estructurs transversa similar a la de la costa. El filamento parshasal 1° (L4-
e f1E, fig. boy Wmina 1V, fig. d) parece originarse en las proximidades del cine-
tosoma 2% ¥ camina hacia el extremo distal del protozoo. Al comienzo oeupa una
posicion mds dorsal gue el filamenio parabasal 2.° . pero a nivel det picleo v del
cuerpo parabasal la posicidn cs mds ventral que la de su homalogo, [] filamento
parabasal 1* parece originarse proximo a Jos cinctosomas 37 y R, camina hacia el
cxiremo distal del tricomonddido v a nivel del niicleo se sitha enire el {ilamento
parabasal 1.° v el cuerpo parabasal. El grosor miximo de ambos filamentos es de
G.1 micras v en la mayoria de los casos es diffvil distinguir une de otro, A veces po-
drian confundirse con la costa. pero ademds del grosor diferente y de las distintas
posiciones que ocupan en ¢l citopiasma, existe un dato muv importante a tener en
cuenia. v es ue ka costa estd rodeuda en su recorrido por unos grinulos densos que
estudigremos mas adelante. Las fibras parabasales carecen de dichos pranulos en
sus immediaciones. Finalmente, entre ambas fhras. on posicidn anterior, s¢ aprecia
una pequens estructura periodicy en formea de cresta (Ldming i1, fig. b, fiecha),
descrita en oiras especies de ricomonddidos.

Membrang ondulante v flagelos. |.a membrana ondulente estd formada por un
rephiegue del cuerpo de 70 gaflinae (Ldamina 1. fig. b; fnina 1V, fig. a, v ldmina V,

figura a). Se extiende dorsalinente desde los pozos lagelares hasta ias proximidades
- 15
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del tullo avostilar. [ un corte transversil v de Tuera hacia dentro se halla constitai-
da por la membrana citoplasimitica, cuyo espesor es de 7.5 wm, uma capa cituplas-
ardtica de 7.5 nmy, aproximadamente, ¥ ouna estructura o [lamento muy osnioiilo
gue corresponde a la ldming marginal (Liming V. fig. d). bsta. ciando se ve comao
una [bra anicd, presenta un grosor de 43 nni pern a ciertos niveles aparece comao
wn doble Nlamento vy entonees sy grosor ¢s de & am para cada uno, con una separa-
cion de 14 nm entre ambos, lo que nos induce o pensar que posiblemente cu log
casos en‘gue se observa un solo likunento, realmente esté formado por ke union de
dos.

Se supone gue ¢l origen de la ldmina wmarginal estd localizado a nivel del sistcima
cinetosomico, y mids exaclamente en s proximidades del cinctosoma 12 pera esto
Gltimo no se ha podido determinar claramente. La ldmina margimal puede ohser-
varse en algiunos cottes y a grandes qumentos, como una fibra que presenta estria-
cign periddica (Lamina IV, Tig. d).

1 grosor total de Ta membrana ondulante es de unos 750 nm, pero hay una
song mas estrecha, de 350 nm, aproximadmuente, gque es la que corresponde a lu
localizacion del flagelo recurrente, v su axonema se sitda muy proxime o aouélia.
si bien no llegan g contactar en mingun ciso.

7. eallinge posee cuatro flagelos anteriores v uno recurrente, los cuales se ori-
vinan on los correspondiontes Cinctosemis ¥ ¢mergen i ox1eviorn por i depresion
o poza flagelar. Los flugclus anteriores preden alcanzar endongitud el doble del Jar-
g0 o cuerpo del protosoo. Bl flagelo recureente acompaiia siempre o a membrana
ondulante, v no se hace libte, Todos eflos presentan Ju estructura Lipica 9 4 20 B
didmetro flagelar es de 245 nm_aproximadamente.

Niicleo, reticulo cndoplasirdtico v cuerpo parabase!. L] mbeieo se hadlu situado
én la porcion anterior, junio al sistema cinetosdmico. Sus dimensiones VAN enire
2 a4 micras de largo por T a 'S micras de anchio. Presenta la doble envelture ca-
Facteristich COR POTOS DU MUY NRNETOS0S, €Y $1 IRICTIor $¢ encuentra un nucleolo
de forma variable. en el gue abunda lu pars gremdarts v sucle ser exeéntrico.

Rodeando al nacleo se percibe el reticulo endoplasmitico. que es de tipo ru-
uoso ¥ se encuentra muy poce desarroflado. Un Ly mayoria de fos casos s reduce a
una o dos capas coneentricas de canaliculos que no suelen poscer ramificaciones. kn
el resto del citoplasma hay abundantes ribosomas diseminados. pera nunea se ve re-
ticulo endoplasmatico asociado.

EJ golgi, denominado cuerpo parabasal en os {ricomonddidos, se sitiia dorsal-
mente debajo del sistema cinctosomico, entre el nueleo y ¢ borde externo del orya-
nismo. Fstd formade por un paquete de cisternas aplanadas de 20 a 23 nm. cadd
una, que en los extremes ticnden a hacerse globosas y a desprenderse (Lamina V,
figuras ¢ y ). £l centro de algunas de Jas cisternas presenta un acimulo de material
denso v muy osmiafllo, que puede a veces desplazarse a las vesiculas que se despren-
den. por lo que algunos sutores piensan que el cuerpo parabasal es el que origina hog
aranulos densos.



Arcfivos do conpeonde, vol 200 nem, 104, 1977, . 365
BUSTOS: DLTRAESTRUGTURAS DE TRICHOMONAS CALLINALE,

Orarnedos densas voofray extrueiwras cifoplasntdticas. 1os arinulos densos, de
fornut esférica v ovoile, viran notublemente de tamano, entie 0725 v 076 micras
de diimetrn. Estdan constituidos por wira mateiz muv densa v osnuolila, rodeados
por um membrane tnitari de 778 v se localizan en bas immediaciones e Ta costa
vodel asostilol por eso reaben denompaciones diterentes segdn su posicion: grdnu-
Tos densos pargcostides v endoaxostilares. respectivamente. Aleunos poscen inclu-
siones paraeristalinas vomicroliamentos o wonano variable. pero en algdn caso
Benvos apreciodo esiructuries lernns semejantes o erestas mitocondriakes {(Ldmi-
mu HEE fie oy Fdmidna Vo ol echas),

Aveees, enoregiones proximas al axostilo hemos encontrado haces de fibro-
profe e compuestos por flumentas de alrededor de 10 nm, cada uno (Ldming V,
Hotva 13

Numerosay vacuulas e varan por sie forma, contenido v tamane, se en-
cuentrm repartidas en ol citopismi, vose {ocalizan prelerentemente en la mitad
posterior del organismo. [ mmean coso dichas vacaolas estin tan desarrolladus quoe

Uegnen o compriinie otros argdnufos Je by cdlula,

Mivrosconte aptica v efectraniva e 1 gallinae en division.

B fas observaciones realicandas sebre preparaciones fijados v baju contraste in-
rerferencial. apreciwmos fas dilerentes tormas que adopia 70 gelfinee durante o
division. Foouna Fase teoprana (hdming VECTig by se prodoce on alareamicnto de
Li repion anterior. en o oo se focalizan los opelos mteriores v oo membrana ondu-
Liate, on faoregion posteriar persiste la Gorma tipica Jde tricomonadido, pera ne
flemas podido apreciar T existenan de flagelos o de membrana ondulante, Poste-
riormente. este alargamiento s¢ hace mas neto v les dos polos adoptan formas mds
cargeteristieas {Limma VI g o) finalmente ol puente que une los dos polos, que
va ustentaint Ja Torma Uipici, se laee pids estrecho v alargade, v origing en sy separa-
citn fos tullos asostilares (Lamina V1 11y d).

Las estructuras organudares intemas son dificiles de identificar. no ohstante se
puede apreciar un intenso fenomeno do vacualizacion,

I alpunos casos se ha podido observar formas do 70 gellinee 1otahmente vedon-
deaduy, do twmano superior al nommal {de 10 o 12 wicras de anclurg) v con 2ran
cantidad de tlagelos: estas formuas anomalas fueron idemificadas posteriovuenie,
cun el microseonpio electranico. camo tricomuanadidos plurinuclead os,

Al microscopio clectranice no hemos visto of atractdfono; estructurg gue en al-
sunos tricomonadides sustitoye ai controsoma durante ta division mitotics.

Seoobserva Ja presencia de dos nucleos de dimensiones normales, que se sittan
en Jos polos opuestes (Lamina VI, fig. a), pero que en uny fase lemprana se en-
cuentran muy préximos {Ldming Vil fig. b).
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Fi reticulo endoplasndlico, que es de tipo rugoso. no sufre variacion en cuanto
a localizacion se reficre. no abstante, estd constituido por una soli cisterna coneén-
trica al nucleo,

Joualmente, se puede apreciar ku existencia de dos cuerpos parabasales may pro-
imos & fos espectivos nicleos. A este nivel puede observarse, usi mismo, que se
conserva Ly disposicion ¥ estructuras caracteristicas de los axostilos, pero ademas,
esparcidos por todo el citoplasma se encuentran agrupaciones micrefubulares de
formuas variagbles, muy similares a restos o rozos de axostilo (Lamina VI Ha, a).

{20 algunos casos ta separacion de los dos tricomonas no se eva a cabo por alai-
ganliciio. como vimos anterivrmenie, sino que pusiblemente se produce und scpara-
cion a nivel del plano medio que pasa entre los dos ndcieos. cuando éstos se stthan
paralelamente {Lamina VIL fig. ¢), en ver de envigrar a polos opueslos,

También se obscrvan orgdnulos duplicados. tales comao la costa, lu 1ihra para-
basal y ¢l sistema cinclosimico, gue conservan sus estrocturas caravteristicas {Ld-
mina VI, figs. a, b y ¢).

Los arinulos densos  aumentan en ndmero. y su forma, aungue se mantione
muy similar a la normal, suire slgunas variaciones en el seotido de que en algunos
de ¢llos se puede apreciar una elongacion (Lanntny VI, Mz a),

I'n el citoplasma sc perciben numerosas vicuolas irregntanimente repartidas, de
forma y tamaiio diversos, pero gue ¢n mingn caso alcanzan tamanos tan grandes
gue leguen a comprimir otras ergdnulos (Laming Vi1 figs. o v o,y Eimina Vil
fieura a).

Tanio fos flagelos comao fa membrana ondulante sulren modilicaciones impor-
tantes en cuanto a su localizacian se yefiere. ya que su estructurg mting se conserva
malterada,

Ps muy frecuente encomtrar en 7. gallinge en division {lagelos interiorizados
(Lanina VI, Mg, a. y dmina VI fips. a y b} es deeir. flagelos incluidos en el cito-
- plasma, que en una presentacidn normal deberfan localizarse en et exierior del
cucrpo del protozoo! tendrian su origen en 10s cinctosomas respectivos ¥ cmerge-
rian por los pozos {lagelares, Hemos podido apreciar que no existe una norma fija
respecto al fendmeno de internalizacion flagelar: fenomeno gue por otro lado es la
nrimera vez gue se describe. Lo mismo podemos encentrar un solo flagelo en una
pequeiia oquedad citoplasmatica, que la totalidad de los flagelos, incluide el recu-
rrerte v la membrana ondulante, en una vacnola o canal flapelar intracitoplasmi-
ticn. Asi mismo. 1a Jocalizacion de estos Nagelos iternalizados varia notablemente.
todo o cual dificulta la posible explicacion que este fenomeno pudiera tener. No
obstanie, en cuanto a los [Tagelos anteriores se reliere, se puede producir la inter-
nalizacion por alguna de [as siguientes vias:

a) Una vez que emergen al exterior, se producen invaginaciones de la membra-
na celular en diversas localizaciones. ¥ los flapelos se introducen, total o parcialmen-
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te en cllas. Inckuso [os {lgefos podiien presionar [a pured celulur v penetrar en su
inlerior

o También padita ocurrir gque. realmente, lo que e nbservi s g prreseneia
de auténiicos posos 1lagehives v que ¢ sistema cinctosomico comrespomdienic se

sttae en un pleno deocorte inmediatimente wferior, oo cuad nos inducirfa o creer

crouténtieas internalizaciones, ciwdo oo oreshidand cal fendsmono no esxistic.
St embargo, creents que esto Gltinio no es probable, va gue on tados s

sasas [oy sisTemas chctosonieas seoencueintran sitsadas en i porcién anterior del

thicomunradido. voen fos casos en los gue debido a Lo esfericidad de es1e no s posi-
ble distingeiv s OXGemes anterior y posterton, 10 CincTosonids 8¢ $ian nuy pro-

Knves o da saperficie celulsr,

cYy o Se puede pensae en o aparicion «de un tenemeno de solagia durante T di-
vision de Fogeffinee o semeansa de Loy deseripeiones de algamos auores sobhye otvs
especies de ricomonddidos. b lal coso, Tas vacuolus sofizicas son de grundes di-
MICISIONeS v eIl sk brlerioy se encucntrun axonenns Hagelares, pero adennis se pue-
den abservirr resios do utros orginuloes. como son costi, asostilo oy cuerpo parabasal.

Noseiros sGlo homos ballado on os andmalos canades periftagelares deseritos,
astruciuras Howolures cldsicas. v nonce restas deootros orgdnolos, sdemds las di-

mensiones Jeoestas voenolas o conales son tan reduckins, en compariciin con aguee

Has. que sdlo poscen o diimetro preciso para atbersar el numero de Flagclos que se
focalive en snointerior. Tode esto nos incling o pensar que e fendmeno de internali-

cacian Taeclar so realiza mediante T Tormm deserita en al,

Respeeto o b internafizacion del fagelo recuvrente v de lo membrana ondulae-
e, b posible cxplicacian del Tendmeno parcee estar mas clar, Aungue. como vimos
al desenbir o uleraestructunt ded trotosoito Jel 70 gaflisrge . ambas estiucturas ca-
minan dorsaliente, siempre emparejadas, pore nunca prosentan relacwm de conti-
nuidad aparente. cuando esie profozac se encneitra on division- apareee, o cicrtos
nivieles. lo mcmbrana ondutante sin agelo recurvente Ldmina VI fg. <y ldni-
pa VI e 0 v oviceversa ODdminae VL e ) Esto nos B irecho pensar que posi-
Blemente G internadizacion de ang Voot o estos niveles. se puede clectuar inde-
pendientemente, Eoo T mavoria e bos casos hemos podido apreciar goe B intomali-
sacion doodiclos estructuras s overilica o Lo ves, Dicho proceso parece ser of si-
wwientas fa omembruna ondulante se replicga sobre s1 misma v ose aproxima a la
membrana celuar, Enose momento aparece un fino puente citoplasmitico que e
upd continuidad entre wnbas estracturgs {Lamima VI tie. o, lecha), con o cual
sioel tlagelo recurrome aconpadi o damembrana onduiante, también gueda enclaus-
rrado en ehinterior de fa odlula.

Tambic¢n puede ocurmy gque o otros niveles se pradizea una invaginacion de la
membrana celulnr v Ia membrann ondulame v el agelo recurente se inroduzes en
esta invaainacion . ko coal se cerraria posteriomente (Lanuna VI Hia a. flecha grue-
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Picy de fas ficuras

PAMINA V. Figucg a. Coste longitucdingl de T gadfinae. Notese Lo extension de T
costa v ode Lt membrang ondutante. x 12 800,

Figura b, Detalle de Ta costa en seccion tongitudmat. » 239 400,

Fiaura o Detalles de la costa, posos tlagelares ¢ inctusivnes de Jos granulos densas,
x 25600

Frowrg o Detalie de la membrana ondulimte v de Jos Bazelos anieriores v recurrente.
x 33900,

Figura ¢. Detalle del cuerpo parabasal, x 36,500,

Figara 1 Hary de Troprotema intracitoplasmatica. ~ 74,100,

Fivug 20 Detalle del axosiilo on corte transverse, Notense ks finas unjones eatre
Jos microttbulos. x 1795300,

LAMINA VI Figwra g, Vista eeneral de 70 gadlinge on division jutto s otras formas
normades. Conrraste interferencind, » 2300

Figuras b, ¢ v d. Diversos estadios de la division. Contraste interferencial. x 2500

LAMINA Vil Fipura a. Corte ongnudinal de 7. gadfivae en divisién, Notese li
fragmentacion sxostilar, x 19 200,

Vivura b Duaplicidad de niicleos v axostilos durante fa division. x 22.500,

Figura <. Detalle del eomplejo nieleo-sistema cinetosamico, durunte fa division.
v 12800,

LAMINA VI, Figura . ntemnalizacian del Hagelo recurrente ¢ intensa vacuolr-
cacion duranie lndivision de T, gellinge. 13 500,

Figura b, Notese la inlernalizacion de todos os Magelos v de ke membrana ondu-
lante. » 12.800.

Figura ¢. T gaflinge con custio nicleos. « 10250,

Figura d. 7. gollinge atectado por la colchicing. Obsérvese L intensa vacuolizacion.
{antrasie de fases. x 2000,
- 20 -
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say, Bnoalgunos casos, cuando iz memthrang onduiante se imternaliza 1othnente es
imposible distinenivle. dade que se picrde T estruciur caracieristica de a mina
irearsinagl

No oes muy frecuente la aparicidn, eu cultivos i vire . de Tormas de T galtinae
corr s de dos nacleos, y eneste caso solo Loy posecn cuando estin on division,

Nosotros hemos podido sorprender 77 galfinee con hasta cuatre nocleas eooun
mismia orgatisio (Laming VI, e, <), Seria logicw pensar gue los vradnubos, on
este ciso, debecan encontrase cuadruplicados: sin embarzo purece que na es asi.
Se nhservan dos sistemas cinciostmicos, gran nmery de grdnulos densos ioreeular-
mente repurtidos. vode forma nonnal, intensa vacuslizacion ded citoplasnu, v nume-

rosos resios oostilares loclizados, generalmente, ceren de los nicleos, No se ad-

vierte beopresencia de membrana onduolante ni de (lagelo recurrente.

Pas variciones anentormente deseritas. sobre ta uliruestroctura novual de 7
gotiinee v prinapalmente fas que aiceran sl sisterpa Mavekie « membrana vndalanie,
producen una notable alteracion de b motilidad normal ded tugelado, coma hemos

aprectudo i rho, mediime el futomicroscopio,

Cuaando v o comenzar b division, Ta trecaencin de e escilaoon (agelar disni-

nive oslensiblomente: en wna fase ois avanzada. Jos movimienios del protosoo

desiparecen casi por complero v el procesy se invierre al Tinad e la division.

Aieraciones esiraeiurefes doebides a la colefiicinag

1713 el extudio de lus aberaciones producidis por fa colehicing sobre T estrueiura
do 1 zalfivge, hemos asado des variables, ¢f tdempo v ke cancentraeion.

Ixperinmeatabimente. s¢ ba deterndnado que Tas concentraciones T md, 005 mM
¥ O 25 ML actuando durane 24 horas sobre of protozoo, son tas que praducen
efectos nuds notables voon todos los casos dichos ofectos son similures. Por otro
o, las efectos produckdos por la colehicing a la coneentracion de 07123 mM.,
duraate el misme periodo de actugcion, se ascmejun mds a Tos que produce una con-
contrivion de [ M, cuvo tempo de actuacion sca solo de & horas,

Nocabstante remos de indicar que Ja diferencia entre ambos grupos de clectos
son mas de cardeter chantitanve que cualitaiive, por o gue vamos a relatar prin-
cipalmente fas alteraciones estructurales provocadas por [ colchicing a las concen-
traciones de oM oy O3 mM. con un periodo de actiaeion de 24 horas, sobre cul-
fivos de tricomanddidos.

I v v bajo conuaste de tases las alterociones observadas se traducian en
pérdida de to forma caraeteristicn, adoptando una fopma redondcads en muchos ca-
s, con preseacia de vacuolas citoplasmaticas de distribucion ieregudar {Eantina V111,
Fraura d). En muchos casos se podiy observar la presencia de ung sola vacuola que
ceupaba casi tedo el cucrpo del tricomonas {Lapnna VI, e, d).

En otras ocasiones, fa forma tipica de pera se conserva parciabmente, pero con
tendencia o da eslenadad (Laming VHI, lg, d) fos Tlagebos permanceen en el polo
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anterior, pero no se observa membrana ondulante ni ilagele recurrente. Tlemos de
indicar que ambas formas son viables, s hien lo motilidad se encuentra muy dismi-
nuica.

Al microscopio electronico hemos observado que hay detenuimados organuios
cuvd cstructurs permarnicce mvariable, coma son, T costa v las [bras parabasales;
otros, coma cof cucrpo parabasal, el reticulo endoplasmidtico, ¢l nucleo ¥ los gri-
nufos densos, sufren varacioncs en cuanto a desarrollo, forma y disposicion se re-
fiere. La pelra v el axostilo desaparecen totalmente Jo mavoria de 1as ocasiones v
quedan, solo a veces. restos de microtubulos irregularmente vepartidos en el ciio-
plasiia.

In - cualquier caso, la desorganizacion del sistoma cinetosomico v 1a irregulari-
dad adoptada por el cucrpo de I gallinge hacen imposibie atenerse o la ovientucion
definida para un tricomonadido niormal; sOlo g veces se puede dentificar un extre-
mo anterior, determinado por Ja posicion de Jos nidcleos, ¥oun extremo posterior
untfpuda,

Hemos de indicar, gue junte o los tricomanddidos. sobre Tos que kb colehicing
ha ejercido su aceidn. se presentan ecasionalmente formas que no han sido altera-
das et ahsoluto por dicha droga {Limina IX. iz a, flechas),

Fl didmetro celular, en las formas caféricas. que aparecen con una o dos grandes
vacuodas (Ldmina I1X, figs. b, ¢ v d}, es de 10 a 14 micras, Las lonmacienes vacuo-
fares pueden alcanzar un didgmetro comprendido cntre 5 v 8 micras, v hasta 9 ni-
cras cuando solo hay una vacuola presente. En fal caso se observa gencralmente la
presencia de dos o tres nucleos, que no Hegan a ser muy voluminosos v que conser-
van la Torma v dimensiones cargcleristieas.

La membrana onduwlante v ¢l Aagelo recurrente estan muy poco desavrollados o
desuparceen totalmente. v se pucde observar como existe intemalizacion de dichas
esiructuras (Lamina 1X, Ag.d v khimina X, (g, a).

También puede advertirse que ef cucrpo parabasal se encuentia duplicado o
{riphicado sin que su estructura fMima sulvy viriacion sustancialy si bien Jdesapa-
recen a veces Jas condensaciones osmio{ilus nercisternales, anteriormenic Jdes-
critas (Lamina IX, fig. b y ldming X, fig. b).

Fn o mavoria de los individuos la pelta v el axosiilo desaparecen totalmente,
v son raros los rricomonddidos que muestren la slierada morfologia deserita y pre-
senten restos de axostilo dispersos por el ¢itoplasma {Liamina 1X. fig. d).

El sistema cinetosomico (Lamina IX, fig. ¢, v lmina X, figs. b.c y d) se suele
desorpanizar v desaparece en su totalidad v quedan s6lo algunos cinetosomas. Cuan-
do dstos persisten se presentan sélo dos o cuatro (nuncy hemos encontrado los cin-
co) y los relaciones posicionales estdn aiteradas; resulta imposible la identificacion
exacta de cada cinetosoma, pues al desaparecer a pella v el axostilo también desa-
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parecen los filamentos simmoideos v en algunos casos s6lo queda el filamento comin
en el que tienen su origen.

Respecto al reticuto endoplasmitico. suele conservar la disposicion y compa-
sicion caractersstica en tormo @l nacico, pero ademds se suclen desarrollar canali-
culos. tambidn de Lipo ruposo. que adoplan formas exirainas e incluse se presentan
restos de dichos canales dispersos en ¢l citoplusma, proximos sicmpre a algtin no-
cleo (Lamina IX, Ng. ¢, v lming X1, fig. a).

COreg modificacidn importante es fa que tiene Jugar en la superiicie celuiar, en
los casos on gue T2 galiinage no adopla 1o forma esférica deserita. Bn tales ocasiones
a forna celulir es mas o menos oval v 1o superificie se presetta muy irreaular y con
abundante desprendimiento de vesioulas que portan contenido celudar (Lamina X,
Vigurit b, flechasy,

A semepangn de dos tricomenadidos que se encuentran ¢l dvisian, ios migro-
oreanisnmos altersdos por e accion de fa colelhicina ofrecen nternalizacion de a
nrembranag ondutuine v ode los ageios, lo gque seriu un prioer paso que conduciria
en algimuos cosos o tn pérdide 1owd de dichos organulos.

Laos erantios densos. (ue san muy CSCasos on Jas lormas osléricas con erandes
vaciolps, nearvan Cierta Slongacian, v son mds numerosns o lus Tormas celulares
cvales, ooalyunos casos. soosiguen encontrando [os inclusiones paracnstalinas des-
crinis pava fas Turmas noraales {Lavanag X1 g D),

Respecto ot meaoy nimers de granwos densos v oal gumento de tamana de fas
vucic)an en lag formas estéricus, hemos observado L existencin de ciertes fendme-
v une Rien pudiran ser autofdmees, mediante fos cuwdes fos arinulos densos son
envdobados vio el interer deouna vacuola lo gue srodocirz ese paulatino munento
dol tamano vacuolar v la disnrmacion aumdrice de Jos granulos ( Laming X1, g, b ),

Yo homos imbicsdo aue frecnentemenic of nibmcro de nocleos es de dos o tres:
o ohstante, on awchas ocasiones, hemaos podido hatlar protozoos con cineo v hasta
siete nocleos, sin que b resto de Jos orgdnulos se encuentre multiplicado de i
st o Ldming X figs ooy ldmina X, figs. ¢ v d).

Aoveoes, o pL‘JHIH()l'T‘.iS!'ﬂD v la ubundancia nuclear parcce ser debida a una F}'ag-
mentacion muktinie a partic de un noclen, que anterionnente babia avmentedo su
tamanie hasta < ayeras do largo por 2 micras de ancho,

s on Jos flageios, v sobre tudo en el recurrente. donde {as alteraciones prodii-
cidas por la colchicing muestran mayor variedad, cuando no se ha producide la
desaparicion 1otal de estos orgdnulos. '

L3 estructura microtubular tipica 9 + 2 se encuentra frecueniemente alfera-
da, tanto numérica como posicionalmente. v se puede observar la carencia de uno o
dos pares periféricos, la falta del par central o la dislocacian de alguno de los doble-
tes periféricos (Lamina XL figs. al a2 a% y a*). Generalmente. las alteraciones mi-
crotubulares van acompanadas por alteraciones del axonema flagelar, v es €] flagelo
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Pies de las figurus.

LAMINA IX. Figura a. Aspecto general de 70 galfinee afectados por la colchicina,
x 7.500.

Figura b, Alteraciones debidas a Ta colchicmua. Forug esféricu, gran vacuola central
v dos nacleos. x 10,300,

Fieura c. Anomala disposicion delreticulo endoplasmitico: desorganizacion del sis-
tema cinetosomicn ¥ de os axonenws Magelares. Flectos debidos ala col-
clacing. x 13 500,

Figura d. Forma esférica con frogmentacion axestilar, Notense procesos de mterna-
lizacion de Ia membiana onduolanse v del Magelo recurrente, provoeados
por la colehicing. x 7300,

LAMINA X, Figuraa, Internabizacwon flugelir ceasiomada por i colelucnma, » 34,200,

Figura b, Desprendimiento de vesiculas con contenido citoplasmatico v duphcidad
del complejo parabasal, Otros cfectos de fu cotehicing, x 18,300,

Figwra ¢, Fragmentacion nucleay debida o fa colehicing, x 10,300,

Figura d. Detalle de ladesorganizacion del sistema cinetosdmico, originada por la
colchicina. x 23.400.

LAMINA X1 Figura a0 L gallinge olterado por fu coichicin, Mdida del flagelo
recurrente v reticuto endoplasmatico con disposicion anonaln, x 15 500,

[igura b v bi, lnclusioies en lox eranulos denses. detulle de granelo dense en ¢l
monento de ser oenglobado por ung vacecls, Eicclos de le colehicina.
x 12800

Figura ¢. Tricomonddide con cinco nicleos debido a la accion de Ja colchicina.
x 12.800,

Figura d. Notese el elevado nomero de nacleos ¥ 2f cinetosona aislado en o ¢ito-
slasma. Alleraciones debidas a fa colehicinag, x 15,500,

EAMINA X1 Figuras al, 22, a3 v a4 Alteraciones de los microtbulos flagelares
de 7 gallinee. oviginadas por la colchicing. al x 77.000: a2 x 107.700:
23 x 31.300, ¥ ad x 79 800,

Figuras b1, b2, b3 v b4, Axonemus flagelares anomalos. alierados por la colehicina.
Bl % 57.000 v b2, b3 vbd x5].300

Figuras ¢l, €2, ¢3 y cd. Diversas alteraciones flagelares debidas o la colchicina. ¢l x
66.000:¢2 x 61.600: 3 x 23 300 v ¢4 x 73 500

Figura d. Variabilidad del didmetro del axonema del flagelo recurrente en distintos
tramos. Accién de la colchicina. x 37.000.
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recurrente of mas afectado en este sentido. Novrmalmente. el Oagelo posee ung pured
Huecho completamente lisy y muy provima i los pares de microtibulos perifericos.
Bajo fa accion de L colehicina, b pared flagelar puede adoptar una configuracion
rugosa (L anina X1, f1g. ¢, b on la goe o] diametro Hagelar se conserva inalterado.
Fat ol caso Jde algunos flagelos untertores, v cast sicnmipre en el recurrente. s¢ observa
un notable ensanchamicnto ded axonema tagelar, cuyvo didmertro puede liegur o sev
de 1 omiera tdmina XTI, figs. o, v h4 o AST msma, hemos podido encontrar axo-
pemas con casi 2 omicras de didmetro, que poseen tres v hasta cuatro estructuras ni-
crotubalares completas 9 4 2 (Laming X1, figs. b, v by ), También se pueden en-
contrar con dislocucion microtubutar (Ldmina X1, figs. by v b La formacién-de
estos anomalos tlagelos se produce seguramente por union de dos o mnds axoneinas
agrandados que entrelazan en un punto sos paredes; posteriormente desaparece di-
Cha umidn (Lamena X1, Mg, ¢y b

Respecio al flagelo recurrente, sobre ¢l que recacn la mayoria de Tas modifi-
caciones descritas. se puede aprecine como, inmediatamente despuds de cerger
del cnerpo celulur, ef axonema se ensancha v los micvoinbidos se encoentyan ya dis-
locinbos, comserve sin embargo analterada Ty estructura del cinetosoma correspon-
diente (Ldamina XH. lgs. ¢y v ). No obstante, el didmetro flagelur 10 s munticne
cnsinchada en todo su recomido, sine que vara on diferentes tramos ¢ incluso en
alegunos puede ser noymal (Laaing XL fig. d).

Discewnsion.

Los resuliidos obtenidos por nosotres, mediante of empleo del fotomicrosco-
pio son idénticos o [os expuestios por Abrahium v Honigberg (1964,

Las diversas téenieas de ncidn pard microscopia optica. empleadas entre otros
por Stabler {1934), on 7. geflinge, v poy Wenrich (1939) en 7, vgeinadis, para poner
de manilicsto orginelos tales como el niicleo, la costa y el cuerpo prabasal. ademds
de un mavoer trabajo. suponen un mayor peligre de alieraciones estructurdles. de-
bidas & ln manipulacion. pues nostiros hemos obtemdo resultados similares con
ayuda def contraste interlerencigh. sin necesidad de ediv los microorganismos, v
hemos podido ver ademds el tallo axostilar v los flagelos anteriores. que normal-
mente son difficies de tenir,

Al wicroscopio clectrdmico, la estructura de 70 geffinge, mostrada por Mattem.
Howigherg y Daniel (1967). cs casi idéntica a la que nosotros presentamos, si bien
hay ciertos detalles uitraestructurales en los que hemos obtepido diferentes rosul-
tados. Ast por viemplo, presentan ef cuerpo parabasal con una r,_‘unl'igumci{m al-
tinente irvegudar: indican que en algunus dreas el flugelo recurrente v fa membrana
pueden estar unidas. v que ambos terminan hacie la mitad del cuerpo del tlagelado.
L oeste sentido, 1as imdgencs que presentantos muestran el cuerpo parsbasal con
una estructura totalmente ordenada y claramente diferenciada: no hemos encontra-
doL en ningin caso, unidn alevme entve la membrang ondulante v el flagelo recu-

_33-



Arehivos de zooteenda, vol . 26 n0m, 104, 1977 0,382
BUSTOS: ULTRAFRSTRULCTURAS DE TRICHONONALS GATLLINAR

renle, v fa primerd se extionde Taeta Lis provimidades delb tallo asostibion en el ex-
trema posterior del tricomonddido.

Otra diferencia que hemos notado. respecto a la constitucion microiubular de
los cinetosomas. It constituve la presencia, en o cong de transicion, de dos micro-
tibulos centrales, rodeados de las nueve triadas carateristicas do toda cinctasonn,

Honigherg v col 11971 observaron en T foctes que L membdrang ondulante
estit compuesta de dos sexnentos: solo hay de 8 a9 Hilonentos sigmoideas gue no
Hegan a contactar con Ly unign pelto-axostilar, y delatun la presencia de dos cucrpos
supra e inlracinetostmicos, gue no existen. scgin hemos podido apreciar, ¢n T
gabiinge. Bste posee de 10 o 12 filimentos siwmoideos v sumembrana ondulante es
continua, Tampaco hay anille cromatinico en T2 gaflinge, o diferencia de lo gue
estas misinos wibores chservaron on 77 foeras.

Jovon y ool {1969y sitvaron el wrigen delaxostilo con 77 preris, T omimera, 1
fgcertee v T angusiu, vn los THamentos siemoideos: creemaos que, al menos oo £
galline. esto no es posible, v que dichos filamentos no poseen estructura microtu-
bular o microfibritay alznnn.

Mollwnde v Valentin (1968 detectaron on 7. rermapsidis pran abundancia de
alucogenoe distribuido por el citoplasma, en contrapasiciom a lo observado poy nos-
otros en T gallinue.

Ciertas vosiculas que coniienen microlibriltes dispuesias radhiolmente, ias ha lo-
calizndo Brueerolle (19723 en el cooplasma de T raginaelis v otros tricomwondd idos
du ciertos roedores voreptiles, o 70 gaflinee oo hemos visto este tpo de icdustones,
por lo gue dicho cardcter se ha de foner en cuonba con visla o la diferenciacion de
Cspecics,

Fn estudios del proceso cantrdeti) en el eilindo Stendor cocmdeaes, uang v Pi-
telkn (19733 comprobaron gque ¢f mecanismo locomotor se debo a un sistema de fi-
brillas que partiendo de los centriolos se conectan a los nvicrotibulos. La fuerza nmo-
triz s¢ Lransnute porlas mterconexiones microlubidares, Hemos observado coma los
filamenios sipmoideos gue se originan on el clivetosoma 27 se conectan con los mi-
crotgbuios Je fa pelia v axostidor igualmenie hemos visto comao estos microtabulos
estin intcrcomunicados por finas fibras. Todo esto pos haee pensar que en el meea-
nismo locomoetor de 77 zaffinae pucden participar dichas estructuras, para producir
¢l procese contrictid axostilur, eb cual avodaria o Tn motilidad, juntu con Jos flagelos
v Lt membrana ondudante.

Hollande v Valentin (19724 estndiain a fo rermopsidis. en division. n este
protosoo detectan. o diferencia de los resubtados obtenidos par nosotros, la presen-
cia de dos formaciones pericdicas, depominadus “atractoforos™, 4 los cuales se co-
nectan los microtdbulos constituyentes dei huso acromitiico, ereemos gue pucde ser
el axostito el gue desempedia la funcion de conducir fos ndcleos duplicados por en-
domitosis, a los polos opucstos de b eclula,
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Hawes {1974) plunted gue en algunos Hagelados oy cuerpos basales de ciertos
Mageios pueden actuar como centnelos on la division mitética. atin cuando perma-
nescan unidos a tos canales flagelares. o fas clectronticrogru (s que mostramos en
este trabajo. podemos observar comao Ios sistemas cinerosdomicos duplicados se en-
cuentian g veees en polos opuestos de la célule. v quedan trozos axostilares entre
ambos lo cual podria indicar la presencia de vestos de un aparsto mildlico.

La cedelucing produce desensamblage stcrotabular en ciertos beliozoos. en los
gue sepan Tilney {1968} provoca una Tormacion de cristales proteicos en fu cé-
lula. Al desaparecer fa peldta y el axostilo en 70 galiinee . no hemos observado la upa-
ricion de dichos cristaies. por lo que creemos que ¢l enunciado de esie altor no se
puede hacer extensiva it nuestro material, Otro tanto podemos decir de los observa-
do por Banks v col. (1971 yen fibroblastos v lencocitos de alsunos mamiieroes,

Wilson ¥y Meza (1973} clasifican los nricrotdbuolos. respecta a su comportamien-
1o frente alda colehicina en libiles v estables, Son ldbiles los del aparato mitotico de
célufas en division y lus hallados en los ciloplasmas de células animales ¥ vegetaices.
Son estables tos muicrotabulos de cilivs ¥ (lagelos, De acuerdo con cstos autores,
los microtaindes de la pelta v el axostilo pertenecen g la catevoria de ldbiles. ya
que dichas estructuras desiparecen totalmente st embareo. no estamos de acuver-
dur en lo gue se reriere o a estabilidad de los microtibules ilagelares, pues si bien no
son muy Btbiles hemos observado como a veees desaparece aluon doblete central o
peritérivo, fo cual tampoceo los hace totalmente esiahles a L aceion de ta colehicina,

Flonigbere. Matrern v Danied (197290 al estudiar Ty wtracsiructura de 77 Datra-
e, observaron ke presencia. en la superficie posterior del organismo. de estre-
clus extonsiones citoplasmaticas parccidas a scuddpodos. que son similores o las.
proyecciones descritas por nosotros oo tricomonadidos. cuando los altera la col-
chiving.

La forna esinea. la membrana celolar festoneada. Lo internalizacion thagelar, o
desapancion de dobletes de micratobulos Maselares v de T membrang ondulunte. fa
presencia de dos nGeleos v la persistencia del cuerpo parabasal v los gritmulos densos
abservados por Brugerolle {1973 en quistes de T harrachoram. coincide con lus
imdgenes que hemos odtenide on 17 gallinge alterado por accién de la eolehicing.
Este misino autor, tambidn detalla la desaparicion de lu costa v describe la trans-
formacion de la pelty v del axostilo en una kimina arqueada de microtabulos que
s¢ localiza g nivel del nucleo en el mismo microvrganismo; en este sentido, difiere
de los resullades que hemoes obtenido, ya gue la costa persiste v la pelta v el axos-
tilo desaparecen,

Por otro lado, Martern v col. (1973) estudian los cambios ultraestructurales
asociados con la formacion de seudognistes en F Sofracdionun | v encuentian como
se internaliza Ia membrany ondulante, sin neecsidad de gue esle proceso scoveri-
figue tambien con ¢l Oagelo recurrente, st bien en fas ltimas fases de la formacion
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del seudoquiste el flagelo recoreente se encuentra muy distendido v conticne un
gran numero de filamentos, ademds de diversas desvisciones de la estructura 9 + 2.
[.os cinetosomas, la pelta y of axostilo quedan aparentemente alterades. Siexeep-
luamos estas Gltimas observaciones. coincidimos con dicho autor, pues la slieracio-
nes referentes a da wembrana ondulanic v a los flagelos son idénticas o lus halladas

por nusatros, lo que posiblemente podriv significsr que la cokehicing induee a la for-
macion de seudoguistes en T paflinge.

Las amalogias gue presentan los quistes v seadonuisies de Trichiondins hatra-
chorunr con as Tormas alicradas de 77 galtinge halladas por nosotros. v o da vista de
up cuadro evolutivo hipotético elaborado por Honigheie $1963), ¢n ¢l que se vela-
cionan las posibles Imeas de evolucidn en el orden Trichomonadida. nos inclinamos
en favor de da opinion de este antor. la cual maestra la posibilidad de iormacion del
genero Trichomonas o partiv del génere Trichondas lanto mids coanto qne cree-
mos que lo gue Ly colchicing produce es una desdilerenciacidn celular, v un salio
atras en dicho proceso evolutivo. que sin llegay a originar quistes o scudoguistes ca-
racteristicos de Trichomitus. da lugar a formaciones muy parccidas.

De los estudios realizados por Rybicka v col (1972 sobre la ultegestructura de
formuas en cultive de fistomanas meleagridis pademos concluir que las estructuras
correspondicntes al sistema mastigonte. a las fibras parabasales. @ los filamentos sig-
moldeos y ab complejo pelio-axostilar son idénticas o lus descritas en 7, gallinee;
no obstante hay alguimas diferencias como son ta ausencia de sembrana ondulaitte.
de tally axostilar y de costa, y la presencia de cuatro cimetosomas de los gue parte
i solo flagelo. 1stos caracteres son muy parecidos o los producidos por ia colehi-
cina en el tricomonadido descrito en nuestro trabajo. por to yue planteamos tum-
bidn la posibilidad de que el género Histomones descienda del uénero Trichomonas,
luego de una aduptacion al medio en que nermatmente se desarrolla, que eomo sa-
bemos es el higudo. En este sentidu, consideramus de interés un fendmeno ohser-
vado por Brugerolie. Gobert v Savel {1974), en Jesiones hepdticas provocadas por
inyeccion intraperitoneal de 77 vaginalls en raton. Un tales circunstancias. oste pro-
lozvo pierde fa membrana ondulante v adopta forma amebuoide, lo que produce
mayor similitud entre los dos géneros a los que santes hemos hecho referencia .

Resuwmen.

En el presente estwdio hemos deserito la estructura nomal de Trichomonas ga-
flinge. en la fuse de troforoito v en divisién. asi come las alteraciones producidas
i cultivos con colchicina o concentraciones de | mM v de 05 mM. Dichas iinvesti-
paciones se han realizado con Jos micrescopios de contrasie de fases. contraste in-
terferencial y electronico.
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Como material de investigacion hemos utilizade tricomonas aislados por nos-
otros de un palomo portador que poseia nodelos caleificados tricomonidsicos cn
el tramo digestivo superior. Posterionmente estos protozoos se cultivaron en medios
cspeciticos i vitre . pari su purificacion y se mantuvieron on pitrogeno Hquido.

finvivo vy con lus diversas téemicas de microscopia optica empleadas, solo es
pusihle diferenciar claramente carcteres externos como la forma celular. Jos flage-
bos, lo mvmbrana ondulante y et tallo axostilar; v de los internos, el nicles y Ins for-
maciones vacuolares.

Com el microscopio clectrdnico hemos encontrade v estudiado 1odos los orgd-
nHos caracteristicos de este protoxoo v hemos analizado las correspondencias con
otras especies afines.

Las alteraciones de la estructura noral. cuando se encuentra en division, puo-
demos reswmirles en una desaparicion temporal de la membrany ondulante, duphi-

cacion de ergiinulos y aparicion de fendmenos de interalizacion flagelor.

La eolchicina produce cambios como pérdida de 1a forma celular, aumento del
nomero de nickeos, desorganizacion Jde os sistemas cinetosomico v Hageler e inten-
sos fendienos de vacuolizacion.

Suvmmuagry.

i this study we deseribe the structwre of Trchomong gallinae . as trophozoiic
and during division, besides the changes promoted hy colchicine on this Lmhomo
nad on cultures at concentrations b mM and 0°5 mM.

The observations weie made by phase contrast, intexlerential contrust and elee-
Lronnicruscope, ’

we have used trichomonads isolated from pigeon which had chronic lesions in
the upper digestive truct. They were cultured 7 viro 1o purifieation on specific me-
divum and preserved in liguid nitregen.

fu vive by the optic,microscope it is possible 1o differentiate external charac-
fers as well as undulating membrane and the axostile trunk. The nucieus and the
vacuolar formations are also seen.

By the electron microscope we analyse the cellular oreanization and the homo-
logics whit other refated specics.

The siructural changes during division. can be summarized as it follows: tempo-
val disuppearance of the undulating membrane, presence of duplicated structuies
and of internalized lagelia.

Colelneme causes changes such as: strong deformation of the sihape. existence
from 2 10 nuclel, disorganization of the cinetosomic and flagelar system, and in-

icnsive cell vacuolization. a7
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Abreviaturas empleadas,

1,2.3.4, Ry K —Cinetosomas.

Ax - Axostilo,

C - Costa,

FA-- Flagelos anteriores.

F1.- Flagelo intemalizado.

FR-- Flagelo recunente.

IS - Filamentos sigmoideos.

1, 2, 3, v ['4 — Rajces filamentosas o filamentos asociados a los cinetosomas
correspondientes.

[Pl y IFP2 - Filamentos parabasales 17 y 2.7 .

GD- Grdanulos densos.

GA - Gurinulos densos endoaxostilares.

GC~  Grinuios densos paracostaies,

Gl - Glucdgeno.,

} — Unién peho-axostilar.

L Labio.

M- Limina marginal.

MO - Membrana ondulante.

MT - Microtubuios.

N - Nicleo.

Nu-- Nucleolo.

PR-- Cuerpo parabasal.

Pe - Pelta.

RE -- Reticulc endopiasindtico.

T — Tallo axostilar,

V — Vacuola.

o

X — [Estructura periédica situada enire Jos cinetosomas 1" y 27 .
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