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RESUMEN

Se revisaron un 1otal de 14 especies de anfibios procedentes del estado de
Veracruz, México. Trece de cllas de Ja region de "Los Tuxtlas”, y una especic
procedente de Alvarado. De las 14 especies examinadas, nueve resultaron asocia-
das con opalfnidos y cinco no.

Los opalfnidos encontrados se trataron con diferentes técnicas de fijacitn y
tinci6n y sc determinaron 4 especics correspondientes a tres géncros: Protoopalina
xyster, Zelleriella microcarya, Z, bufoxena y Opalina obirigonoidea. Dos cspecies
més no fucron determinadas dadas sus caracteristicas, pertenecen al género Zelle-
riella pero se requiere informacion de otras fases de su ciclo de vida para identifi-
carlas, Se corrobora solo el registro de un hospedero. Se sefialan seis registros
nuevos de hospederos para México.




INTRODUCCION

Los protozoarios opalfnidos fueron descritos por primera vez por Leeuwenhock
en 1683 en su "Opcra omnia™ (Corliss, 1955), donde menciona haber encontrado
una serie de animélculos en Jas heces de rana; estas figuras fucron analizadas
posteriormente por Metcalf (1909), quicn considerd que pertenccian a protazoarios
del género Opalina. Las principales investigaciones realizadas siguen esta crono-
logfa (Corliss, 1955; Wesenberg, 1978; Metcalf, 1909): Bloch (1782) dibuj6
formas parccidas a Opalina, Goze (1782) realiz6 importantes obscrvaciones sobre
1a relaci6n de los opalinidos y las ranas, pero fue hasta 1835 cuando Purkinje y
Valentin mencionan una forma parecida a la Bursaria ranarum descrita por
Ehrenberg en 1835, a la cual denominaron Opalina ranarum, primera ocasion que
sc emple6 este nombre para distinguir a cstos organismos, debido a su aspeclo
opalescente cuando estdn vivos e incide Ja luz sobre cllos.

Después de estas primeras observaciones sobre la morfologfa de los opaifnidos,
s¢ realizaron otras invesligaciones sobre 1a biologfa del grupo. En 1864, Kolliker
realiz6 algunas obscrvaciones de los nicleos de Opalina ranarum y por primera
vez describe Jos quistes.

Los estudios relacionados con ¢l ciclo de vida se ven impulsados principalmente
por Zeller, quicn ademés realiz6 algunas observaciones sobre la milosis cn cste
grupo, Metcalf (1909).

A partir de entonces, Metcalf (1909; 1923; 1940) sc¢ dedicd por completo al
estudio de este grupo de protozoarios, describiendo Ja mayoria de las especics que
actualmente sc conocen. Fue dicho autor quicn en 1923 cred los géncros Protoo-
palina, Zelleriella y Cepedea. Adems realiz6 una serie de observaciones sobre 1a
distribucion geogréfica conocida hasta entonces y sobre Ja {ilogenia del grupo,
considerandolos importantes para dilucidar la posible radiacién de os anfibios
hospederos, baséindosc en ¢l principio de especificidad hospedatoria que mucstran
algunos protozoarios. Esta teorfa fue posteriormente discutida por Noble (1925)
quien descarta la posibilidad de utilizar a estos parasitos como indicadores de la
radiacion de fos anfibios.




Hacia Ja década de los afios sesenla, Amaro, en Brasil reinici c) estudio de este
grupo; reescribié las diagnosis de los géneros Protoopalina (Amaro, 19663),
Opalina (Amaro, 1966c); Zelleriella (Amaro, 1966b; 196%a) y Cepedea (Amaro,
1972). Describi6 nuevas especies de opalfnidos de Brasil (1967, 1973} y clabor6
claves para determinar las familias, subfamilias, géneros, subgéncros y especies,
de ese pafs (Amaro, 1966d; 1966¢).

Actualmente s conocen alrededor de 350 especies de opalfnidos, distribuidas
en cuatro géneros, sin embargo, Earl cred dos nuevos géncros: Hegneriella Earl,
1971, opalinido mononucleado cuya validez ha sido discutida principalmente por
Wessenberg (1978) quien considera que no se trata de una especic mononucleada,
sino que ¢l ndcleo se encuentra en alguna fase de mitosis, ademds las medidas del
cuerpo coinciden con 1as del género Zellericlla, sin embargo, Chandra y Choudhury
(1980) confirman cste hallazgo al registrar la especic Hegneriella mukundai, n.
sp.¢n la India.

El otro género creado por Earl (1973) ¢s Bezzenbergeria, con una sola especie,
B. lanceolata nombre combinado, este género surgio a partir de la especic Cepedea
lanccolata (Bezzenberger, 1904) Metcalf, 1923. Sc trata de una especic tetranu-
cleada, sin embargo, el autor se basa en ¢l supuesto de que todos los organismos
que poscen 2, 4, 8, 16, ctc. ndcleos deben tener Ja categorfa de género. Desde Juego,
esto ¢s solo una supasicion, por lo tanto la validez de este género atin estd cn duda
(Sandon, 1976, Paticrson, 1988).

CARACTERES GENERALES

Los opalfnidos pucden definirse como protozoarios endocomensales del intes-
tino grueso de animales de sangre frfa, principalmente anfibios anuros, aunque
tambi¢n se han cncontrado asociados a peces { Folssner, ef al, 1979, Cunha y
Penido, 1926) y a reptiles (Beltrdn, 1941b; Carini, 1933 cn Meclcalf, 1940), estos
Gltimos registros al parecer son dudasos (Corliss, 1990).

Elcucrpo de estos organismos s cilindrico, de redondeado a elfptico cn seccién
transversal, o bien alargado y aplanado transversalmente. Poscen desde dos hasta
300 a 400 ndicleos isomérficos, esto y Ja forma del cuerpo en seccitn transversal
conducen a la diferenciacion de los cuatro géneros actualmente aceptados. Formas
binucleadas y cuerpo circular o casi circular en scceidn transversal corresponde a
Protoapalina, 0 bien si ¢s aplanado corresponde a Zelleriella. Formas multinu-
cleadas y cuerpo circular o casi circular cs Cepedea, 0 multinucieadas y aplanadas
corresponde @ Opalina.  El citosoma se ¢acuentra cubierto por varias hileras de
cilios dispuestas en forma longitudinal u oiiicua. Miden desde 60 hasta 3000 micra
la forma més grande (Corliss, 199%0). No poscen citostoma o citofaringe y la




nutricion la realizan por pinocitosis (Lynn y Small, 1985) o endocitosis (Frank,
1985), 1a climinacion de sustancias la realizan por exocitosis.

Noirot-Thumotheé (1967) describi6 1a funci6n de una serie de vacuolas diges-
tivas, mediante las cuales estos organismos climinan las sustancias que no necesi-
tan.

La fision binaria es simetrogénica e intercinética. La mitosis cs acéntrica con la
division de Jos husos intranucleares (Corliss, 1990).

Como los protozoarios ciliados, los opalfnidos s¢ mueven en su medio con
organoides locomotores que haten en ondas metacronales. Se diferencian de los
ciliados porque cada flagelo bate con una progresién ondular de 1a base y coordi-
naci6n metacronal.

Estc ¢s un grupo biologicamente muy importante, su posicién taxon6émica
incierta ha sido discutida desde hace tiempo, 1o mismo que su relacién con el
hospedero. Aparcatemente se comportan como pardsitos solamente cuando sc
encuentran ¢n gran proporcion en cl intestina del hospedero (Frank, 1985; Foissner,
et al, 1989) sin embargo, los estudios histolégicos revelan que no hay dafic en las
paredes intestinales del hospedero provocadas por los opalfnidos (Wessenberg,
1978, Desselle-Remy, 1974), de tal forma que pucden considerarse como verda-
deros endocomensales (Corliss, 1990).

De acuerdo con Patterson (1985), ¢l grupo no esté tan indefinido como sc
suponc. Las dificultades respecto a la sistemdtica del grupo pucden resolverse
comparando la ultracstructura de cstos con 1a ultraestructura de otros organismos
del phylum Sarcomastigophora, por cjemplo los Proteromonadidice estudiados por
Brugerolle y Joyon (1975).

Algunas particularidades de Ja ultraestructura de los opalfnidos han quedado al
descubicrto con los estudios de microscopfa clectrénica realizados por Pitelka
(1956), Wessenberg (1966), Noirot-Thimothed (1958; 1967) y més recientemente
Patterson (1985, 1988) y Patterson y Delvinguier (1990).

Segin Patterson (1985), los opalfnidos comparten ciertas caracterfsticas con
organismos de la fumilia Protcromonadidac (Flagellata), semejanzas que ¢l nombra
de "identidad ultraestructural™. Los opalfnidos presentan cinétidas separadas una
de otra por clevaciones o plicgues del citoplasma soportadas internamente por
bandas de microtibutos, cada microtdbulo estd unido al siguicnte por dos conec-
tores marginales (Wessenberg, 1966; Patierson, 1985). Esta estructura, asf como
1as mitocondrias y los patrones de division nuclear son similares a los de Karoto-
morpha bufonis y Protcromonas lacertacviridis (Flagellaa). Patterson (1985),
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considera que las semcjanzas en 12 ultraestructura de estos individuos reflejan la
relacion filogenética existente entre ambas familias (Opalinidae y Proteromonadi-
dac) y las agrupa dentro de un nuevo orden: Slopalinida, perteneciente al phylum
Sarcomastigophora, afirmando que es un grupo muy similar por lo que es difcil
establecer las interrelaciones.

E) c6riex de los opalinidos presenta una estructura fibrilar caracterfstica dife-
rente a 1a de los ciliados, con pliegues corticales longitudinales entre las hileras de
cilios, de donde emergen Jos cilios. Los microtibulos corticales se desarrollan a
partir de una zona de neogénesis conocida como "falx", estructura dnica de Jos
opalinidos que est4 constituida por hileras adiciooales de cinclosomas y cilios
situada en el borde frontal superior del cuerpo de estos y que redunda en €] aumento
en longitud de las cinétidas. Usualmente es bisectada durante 1a fisién simetrogé-
nica del organismo (Lynn y Small, 1985, Corliss, 1979).

La posicién taxon6mica y la sistemética del grupo han sido ampliamente
discutidas por diferentes aulorces, para algunos avin cstén indefinidas, por 1o que
siguen considerando a eslos organismos como un grupo inserta sedis.

Algunos otros investigadores como Sandon (1976), Earl (1979), Wessenberg
(1978) y Corliss (1882a), consideran que los opalfnidos poseen caracterfsticas
propias que les permiten separarlos como un phylum independicente; otros, como
Lynn y Small (1985), siguiendo 1a revisi6n taxondmica de 1980 los consideran
como un subphylum (Opalinata) pertencciente al phylum Sarcomastigophora.

Por su parte, Bames (1984) considera al grupo como un phylum dentro del reino
Protista, entre los Euglenophyta y los Stephanopagonomorpha.

Corliss (1990), a pesar de aceptar 1a ubicacién de los opalfnidos como un phylum
independiente, de acucrdo con la clasificacion de Margulis y Schwartz de 1988 los
coloca dentro de 1a clase Opalinata del phylum Zoomastigina.

CiCLO DE VIDA

El ciclo de vida s¢ basa principalmente en Jos estudios realizados en individuos
del género Opalina (Fig.1).

Los trofontes o formas adultas de los opalinidos viven generalmente en la cloaca
de los anfibios adultos que actiian como hospederos.

Antes de la temporada de reproduccion de estos, los trofontes s dividen
continuamente formando tomontes (1-7). Cuando algunas de estas cflulas presen-
tan menos de 20 nicleas s¢ denominan progamontes, estos se acumulan en las
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heces y se dividen por fisidn binaria, tenicndo cada cflula doce o menos nicleos,
en cse momento secretan una parcd quistica con fa cual s rodean (8-10). Ef quiste
midc aproximadamente 20 a 45 micra de didmetro. Estos quistes salen junto con
las heees al agua. Asf pueden estar de 3 a 4 scmanas durante fa temporada de

reproduccidn de los hospederos.

Figura 1. Ciclo de vida de Opalina spp. (segin Wessenberg, 1961).

Las crias de las ranas y sapos, los renacuajos, sc alimentan de algas y de diversos
detritos de) estanque gue contienen heces de anuros, ahf se concentran los quistes
de los opalfnidos. Ya en ¢} intestino de renacuajo e} gamonte emerge del quiste
(11). Répidamente adopta la forma fusiforme y se divide Jongitudinaimente para
formar gametos uninucleados, macro y microgametos (13), estos s¢ fusionan
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(15-16) formando un cigoto que s¢ enquista (18) , en una forma conocida como
cigoquiste, cste sale junto con la materia fecal al agua.

El cigoquisic es ingerido por renacuajos préximos a la metamorfosis donde s¢
transforma en un protrofonte (21). Este crece en tamafio y en nimero de nicleos
hasta convertirse en trofonte (1). Algunos de estos sc convierien en tomonles,
presentan palintomfa y producen quistes de diseminaci6n, todo antes de que ¢l
hospedero abandone ¢l agua, cuando culmina Ja metamorfosis (22-27). Los trofon-
tes que quedan siguen su crecimiento, especialmente a 1o ancho, en cse momento,
durante e acortamiento del intestino de) haspedero muchos opalfnidos estén en ef
intestino delgado. Cuando la metamor fosis culmina los trofontes obtienen su talla
y forma tfpica y se trasladan a Ja cloaca, acumulandosc principalmente en el ciego.




ANTECEDENTES DEL ESTUDIO DE LOS
OPALINIDOS EN MEXICO

Los opalinidos asociados a anfibios en nuestro pals han recibido poca atencién
por parte de cientificos nacionales, Los escasos datos con que se cucnta sc deben
a estudios esporadicas como los realizados por Metcalf (1923; 1940), Mohr (1941)
y Chen (1930), quicnes ocasionalmente examinaron material procedente de Méxi-
€O,

En México solo Beltrén (1925; 1941a; 1941b) estudi6 algunas especics de
opalinidos, describicndo una forma nueva de la especie Opalina hylaxena, 1a forma
mexicana. Més tarde, trabajé con olras especics de anfibios de México y describié
dos especics nuevas del género Zellericlla, Z. leptodeira, de la serpiente Lepto-
deira maculata en Guerrero y Z. bolivari del sapo Bufo marmoreus también cn
Gucrrcro. (Beltran, 1941a; 1941b).

La distribuci6n geografica de Jos opalfnidos en México cs précticamente des-
conocida y depende por supuesto, de Ja distribucion geogréfica de las cspecies de
haspederos, por lo que para ampliar ¢l conocimicnto cn este grupo se requicre ¢l
cxamen nucvas especics de hospederos en otras localidades.




AREA DE ESTUDIO

La regi6n de "Los Tuxtlas® es una sierra volcdnica que data del Oligoceno.
Abarca aproximadamente 40 kilémetros de largo por 18 de ancho, localizada al sur
del estado de Veracruz y comprende cuatro poblados importantes, San Andrés
Tuxtla, Santiago Tuxtla, Catemaco y Angel R. Cabada (Fig. 2).

GOLFO
DE
MEXICO

Figura 2. Mapa de la regién de "Los Tuxtlas® y localizacién
de [a Estacién de Biologia Tropical.

Dentro de la sicrra de "Los Tuxtlas”, se Jocaliza la Estacion de Biologfa
Tropical”Los Tuxtlas", del Instituto de Biologfa de ]a UNAM, la cual sc encucntra
ubijcada ¢n Ia vertiente del Golfo de México de la sicrra de Los Tuxtlas, al sureste
del estado de Veracruz. S Jocaliza a 33.3 km de Catemaco rumbo a Montepfo,
aproximadamente a los 95°04° y 95°09" de longitud y 18°34' y 18°36’ de latidud,




a una altitud de 150 ms.nm. La superficic total que comprende es de 640 Ha
(Fig). La vegetacion predominante en sus terrenos es Ja selva alta perennifolia.
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Figura 3. Superficic total dc los terrenos de la Estacion de Biologia.

El clima en csta regién estd determinado principalmente por la topografia. Va
dc caliente y subhdmedo en lo plano y himedo en Jo allo de Jas moniaias. Esta
definido en su mayorfa por varios sublipos del grupo A (calicnte y hamedo) del
sistema de Koepen (1941) modificado por Garcfa (1964, citado en Garcfa, 1989)
aunque en general puede decirse que que ¢ clima en esla regidn es tropical con
abundantes Huvias todo ¢} aiio y dominancia de las Jluvias dc "monz6n”.

El drenaje cn la regi6n cs radial, los principales rios son: Maquinas, Caias y
Arroyo de Oro, que corren hacia ¢l Norte, y ¢! rfo Grande de San Andrés que drena
al surcste.

El 4rea esta expuesta a la accion de los vientos que vienen del norte (dircecion
noreste a surocste), esto se debe a Ja posicion de las montadias con respecto al vicnto
que vicne del Golfo de México, Son frecuentes los vientos que vienen del sur y
surocsie desde cl final del invierno al principio del verano. Generalmente de
septiembre a febrero, el 4rea se ve afectada por vientos procedentes de Canadé y
Estados Unidos conocidos como "Nortes”, estos vientos, con velocidades cercanas
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a Jos 80 kmvh producen aproximadamente €1 15% de la lluvia anual de Ja regita.
Su duracién e intensidad puede variar, de 1 a2 dias, no tan intensos, o de 4 a 5 dlas
que provocan descensas fuertes en la temperatura (cerca de 10 grados centigrados)
¢ incremento en 1z precipitacion (Estrada er al, 1985).

En general, puede decirse que 1a temperatura decrece con Ja altitud, siguiendo
un gradiente térmico, pero esta pucde variar considerablemente de acuerdo a la
estacién, Jocalizacion, exposicion, condiciones Jocales, elc.

De acucrdo con Garcfa (op, cit.) hay tres zonas térmicas: 1.- Muy calieate.
Localizada al suroeste con una temperatura media anual de 26°C 2.- Calicate, con
temperatura media anual de 24 y 26°C. Esta cs la zona dominante. 3.- Medio
calicnte, temperatura media anual entre Jos 18 y 22°C, presentandose desde los 600
hasta los 1700 m de altitud,

La precipitacion ocurre principalmente en el verano, pero pucde extenderse
hasta septicmbre debido a la influcacia de Jos ciclones. La distribuci6n y precipi-
tacita estd altamente relacionada con la exposicién y pendicntes, por Jo que pucde
variar desde 1500 mm en e) suroeste de la region hasta los 4900 mem en Jas partes
proximas a la Estacion de Biologfa. Aunque llueve todo el aho, existe una estacion
"seca”, que va de marzo a mayo, €on una precipitacién mensual de no menos de
100 mm. La estaci6n de Nuvias va de junio a febrero con un promedio mensual de
486 mm (Estrada, 1985).

FLora

La vegetacion tfpica encontrada en 1a Estacion y en la region ¢s la de sclva alta
perennifolia. Los clementos arbdreas dominantes alcanzan allurasde 30 a 40m, Ja
mayorla de los cuales presenta contrafuertes amplios. Las palmas y plantas trepa-
doras son también muy abundantes. Las palmas alcanzan un miximo de 8 m de
altura, ¢l mayor representante de estas es Asirocaryum mexicanum Licbm. Otras
palmas comuncs son Chamaedora tepejilote y Bactris trochophylla. Los bejucos
san también muy abundantes, alrededor de uno de cada tres troncos leiosos
corresponde a una liana, Hay una buena captidad de plantas epffitas, principalmente
de Jas familias Araccae, Orchidaceae y Bromeliaceae, Los 4rboles de corteza clara
son los mis comunes entre los &rboles pioneros colonizadores de las &reas de sciva
perturbada y de crecimiento répido como Cecropia obtusifolia, Trema niichrantha,
Ochroma lagopus, Heliocarpus appendiculatus y Bellotia mexicana. Los &rboles
dominantes tienen cortezas fisuradas, costrosas o lisas, como Nectandra ambigens
y Cordia megalantha.

E} piso de Ja selva est cubierto por una abundante vegetacion herbdcea y
pléntulas de Jos clementos arboreos del dosel, principalmente de las familias
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Araceae, Acanthaceae y Zingiberaceae. También hay abundantes helechos, prin-
cipalmente de 10s géneros Adiantwn, Diplaziumy Tectaria.

Es posible encontrar una gran variedad de hongos. A 1a fecha se han deteaninado
més 10 especies de Ascomicetos y 30 de Basiodiomicetos (Estrada et al, 1985). La
selva ¢s una comunidad rica en especics vegetales, donde se pueden legar a
encontrar més de 150,

FAUNA

La fauna es tal vez ¢l elemento mas vulnerable de) ecosistema a la accida
humana, Las investigaciones en la Estacién de Biologfa de Ja UNAM y sus
alrededores son mds abundantes respecto a la vegetacion que a la fauna tal vez por
¢l movimiento y actividad de Jos animales (Garcfa, 1989).

Se conocen més de 50 espeeies de anfibios, entre salamandras y ranas, princi-
palmente arborfoolas como son las de los géneros Smilisca, Hyla, Agalychnis, cic.
y sapos del género Bufo.

De {os reptiles se han identificado alrededor de 97 especies, algunas tortugas
dulccaculcolas como Kinosternum leucostomun y Pseudemys scripta, en la selva
madura hay lagartijas como Sceloporus internasalis y otras. Serpicnics como
Bothrops asper y Porthidium olmec, (Pérez-Higareda, com. pers) ¢ iguanas,
fguana iguana.

Se han registrado cerca de 250 especics de aves, de Jas cuales 70% son residentes
y el resto migratorias (Estrada, et al, 1985).

Sc han identificado cerca de 90 especies de mamf{feros, de las cuales ¢} 40% son
murciélagos. El 70% de Jos mamfferos que ocupan la Estacién son de hébitos
nocturnos y el resto de hibitos diurnos.

El estrato alto de la selva ests ocupado por algunos grupos de primates de las
especics Alouatia palliata y Ateles geoffroyi. También se pueden encontrar "mar-
tuchas”, Potos flavus y "cacomixtles®, Bassariscus sumichrasti.

El estrato medio de Ja selva lo ocupan algunos mamiferos diurnos como las
ardillas Sciurus deppei'y S. aureogaster y en ocasiones 10s tejones Nasua narica.
Durante 1a noche se encuentra ¢} puerco espin arborfcola y cinco especics de
marsupiales, Didelphis marsupiales, Didelphis virginiana Philander opossum,
Caluromys derbianus y Marmosa mexicana.
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Finalmente, el sotobosque se encuentra ocupado principalmente por roedores
de talla grande, como el "tepezcuintle”, Cuniculus paca y el "screte®, Dasyprocta
mexicana. También es posiblc encontrar algunos felinos como el "ocelote”, Felis
pardalis y “jaguares”, Panthera onca, ademés de algunas roedores de talla peque-
fia, como Heteromys desmarestianus y Peromyscus mexicanus.
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MATERIALES Y METODO

Los opalinidos se obluvieron de diferentes especies de anfibjos. Las recolectas
de estos s realizaron durante la noche, buscando ranas y S3pos Cereanos a arroyos,
rfos, y lagunas, ulilizando ldmparas para localizarios enire ramas o sobre troncos
y piedras.

Los principales sitios de recolecta fueron fas lagunas "Escondida™ y "Zacatal®,
algunos otros cuerpos de agua més pequeiios dentro de Ja Estacion de Biologfa, en
el poblado de "La Palma™, que se localiza fucra de los terrenos de la Estacicn de
Biologfa y cn "Las Escolleras™ en Alvarado, Veracruz, en esta Gltima para recoiec-
tar ¢l sapo Rhinophrynus dorsalis. Se hicieron recolectas durante Jos meses de
febrero a diciembre de 1990.

Para recolectar a los anfibios se dirigfa Ja luz de la lampara hacia abajo tratando
de poner en evidencia 10s ojos de estos que brillaban con la Juz, al deslumbrarlos
quedaban temporalmente inmovilizadas, de tal forma que fuc posible sujetarlos
con Ia mano. Cada hospedero se guard6 en una bolsa de plastico para trasladarlo
al laboratorio.

En ¢l laboratorio, s¢ realiz6 la discccidn de los hospederos, matandolos con
cloroformo. Se extrajo la porcién del intestino correspondicente al recto y ciego
(cloaca) y se colocd en una caja de Petri con soluci6n salina al 0.6%, s¢ observd
bajo el microscopio estereasodpico y con ayuda de las agujas de diseecion se abrié
cuidadosamente ¢l tejido para observar los opalfnidos vives y despegarlos de la
pared intestinal.

Una vez que cstos nadatan libremente en la solucitn salina se recogfan con una
pipeta Pasteur cuidando de no Hevar restos de tejido o de alimento. Posteriormente
se colocaron en un portaohjetes limpio y se fijaron al calor utilizando Jos fijadores
de Schaudinn y Zenker duranie 20 a 25 minutos, después se lavaron con alcohol
yodado y luego con alcohol al 70% o bien con agua corrientc unicamentc. Estas
preparaciones s¢ dejaron secar al aire y se guardaron.
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El resto de los opalfnidas-que quedaban en 1a caja sc concentraron ulilizando la
centrifuga clnica (500 r.p.m.), después de eliminar el exceso de solucitn salina s¢
fijaron con Schaudinn, Zenker o formol al 4% durante 20 a 25 minutos y se
guardaron cn frascos pequefios conteniendo alcohol al 70%. En cada frasco s¢
coloct una etiqueta con los siguientes dalos de recolecta: fecha, nimeroy especie
de hospedero, localidad y colector.

Una vez fijados, s¢ lavaron con agua destilada y se trataron con diferentes
técnicas de coloracién como: hematoxilina de Delafield, hematoxilina de Ehrlich,
hematoxilina férrica de Heidenhain, Paracarmin de Mayer y Gicrnsa. (Apéndice 1)
También se emplearon algunas técnicas argénticas , como la técnica de Klein
(1958), la dc Ferndndez-Galiano (1965) y la de Chatton y Lwoff modificada por
Corliss (1952) con ¢l fin de poner en cvidencia algunas estructuras fibrilares

(Apéndice 2).

Una vez tefidos los organismos se aclararon con xilol y se montaron con
balsamo de Canad4 en preparaciones permanentes para determinar posteriormente
la especic y realizar la descripcion o redescripeidn correspondiente,

La descripci6n taxondmica y sistemética de las especies se hizo con basc en la
clasificaci6n propuesta por Levine et al (1980) y ¢l esquema taxénomico de Lee,
Hutner y Bovee (1985).

Los anfibios hospederos se fijaron con formol al 10% durante varios dfas,
despues sc lavaron abundantemcnic con agua corriente y se guardaron en {rascos
con aleohol al 70% con sus datos de recoleccion y se depositaron catalogados en
1a Coleccién Herpetologica del Instituto de Biologfa, UNAM.

Los dibujos se hicieron con ayuda de Ja cAmara clara y las fotos y medidas con
un microscopio 6ptico. Todas las medidas prescntadas corresponden al promedio
y estén dadas en micra.

Las preparaciones, con sus datos s encuentran depositadas en ¢l Laboratorio
de Protozoologfa del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologfa de la UNAM.
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RESULTADOS

SISTEMATICA

Phylum Sarcomastigophora Honigberg y Balamuth, 1963,
Protazoarios con locomocion por flagelos, pescudépodas o ambos. Nicleas
manomdrficos, excepto en los Foraminiferida (beterocariontes). Sexualidad cuan-
do se presenta cs generalmente por singamia,

Subphylum Opali Corliss y Bal h, 1963.

Protozoarios de cuerpa aplanado o fusiforme. Tamafo variable, desde 100
micras hasta més de un milfmetro. Cucrpo cubierto por hileras de cilios Jongitudi-
nales muy regulares. Presentan ademds cinétidas y cinetosomas adicionales en ¢l
margen anterior del cuerpo en una zona conocida como "falx". Poscen desde dos
hasta muchos nticlcos monomérficos. Carecen de citostoma. Ingestién por pinaci-
tosis modificada. Eliminacién de sustancias por exocitosis modificada. Fision
binaria simetrogénica e intercinética, con la divisién del *falx" ca dos. Divisi6n
nuclear acéntrica. Ciclo sexual regulado por e} hospedero. Todos los ciclos de vida
conocidos con gamelos anisogamos flagelados. Todas 1as especics endocomensa-
Ies de animales poiquilotermos.

Ciase Opalinatea Corfiss y Balamuth, 1963
Se define como el subphylum,

Orden Opalinida Poche, 1913
Sc define como la clase

Familia Opalinidae Claus, 1874
Se definc como ¢l orden.

Subfamilia Protoopalininae, Metcalf, 1920
Formas binucleadas con nicleos grandes

16



Género Protoopaling Metcalf, 1928
Formas cilindroides o ligeramente redondeadas. Especies de tamafo grande
hasta 600 micra de largo. Dos nuiclcos con didmetro de 30 a 40 micra. Citosoma
en seccion transversal es circular o casi circular. Cromosomas visiblies, Algunas
especies comensales de peces de agua dulee. Se conocen alrededor de 45 especies.
La especie tipo ¢s Protoopalina intestinalis Stein, 1856 endocomensal de Bombina
bombina.
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Protoopaling xyster Metcall, 1923
) (Fig4)

TAMANO: Las dimensiones del cuerpo son: largo: 8034, ancho:56.11 niiclkeos:
8.0, distancia entre nicleos: 13.00 ( ver resGmen de medidas),

FORMA: El cuerpo es casi cilinklrico con Jos extremos redondeados. La parte
anterior del cucrpo estd cnsanchada ligeramente, La parte postetior sc alarga
curvandost un poco en algunas ocasiones. Dos nicleos de talla mediana situados
en la parte més ancha del cuerpo. Nucleolos visibles muy condensados {Fig. 4,2
y 3). El citoplasma en estos organismos cs hialino muy uniforme no s¢ aprecian
inclusiones citoplasmicas o granulaciones.

COMENTARIO: Se encontraron estos ejemplares en baja proporcion en ¢l
ciego de la rana Gastrophryne usta Gunther. $¢ observd que son més delgados que
los ejemplares descritos por Melcalf (1923). La pante anterior en cstos cjemplarcs,
a pesar de ensancharse no adopla la forma descrita por Metcalf (1923), tan
ensanchada que semcja un borde. Por otro lado, en nuestras muestras s¢ aprecian
diferentes formas y tamahos.

Localidad de recolecta: Laguna Zacatal, Los Tuxtlas, Veracruz, México.
No. Caidlogo de hospedero: IBH 7373

0996

Figura 4. Protoopalina xyster. 1-4, forma tipica de Jos trofoates. 6 y 7, ejemplares con
nucieolos condensados.
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Género Zelleriella Metcall, 1918,

Opalinides de talla mediana, de 100 hasta 300 micra, Forma del cuerpo redon-
deada o cliptica, solo algunas especics poscen cola.

Cuerpo aplanado en seccidn transversal. Nicleos relativamente grancies, hasta
de 25 micra de didmetro. Division por fisiéa Jongitudinal para que cada oélula hija
posea un nicleo. Se conocen aproximadamente SO especics.

Zelleriella microcarya Metcalf, 1923,
(Figs. 5y 6)

TAMARO: Organismos de talla pequeha, medidas del cuerpo: largo: 104.14,
ancho: 67.25, nicleos: 10.04, distancia entre nocleos:12.82 distancia entre cinéti-
das:1.75, didmetro de as endoesférulas: 2 (ver resdmen de medidas).

FORMA: cuerpo de redondeado a eliptico, algunes claramente alargados.
Extremos redondeadas, solo €n algunos cjemplares ¢l extremo anterior termina ¢n
punta (Fig. 5). Arregio dc las cinétidas en forma oblicua. Los dos nicleos se
focalizan casi centralmente. Prescntan gran ndmero de cndoesférulas hialinas,
aproximadamente 300, que cubren casi todo el citoplasma, no s¢ aprecian otro tipo
de inclusiones.

COMENTARIO: Los ejemplares tefiidos con Hematoxilina férrica de Heiden-
bain mostraren en general una lincion més uniforme que los tedidos con Gicmsa,
en Jos primeros, se apreciaron mejor las vacuolas y niclecs, aunque los teidos con
Giemsa revelaron mejor €] espaciamiento entre cinétidas. La abundancia de esta
especie ¢n 1a rana Rana vaillanti fue muy alta.

Localidad de recolecta: Laguna Escondida y poblado de "La Palma®, "Los Tuxtlas®,
Veracruz, México.

No. Catélogo hospederos, (catdlogo de donaciones): IBHED 900, IBHED 901,
EBHED 904, IBHED 905.
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Figura 5. Zelleriella microcarya. 1-6, ejemplares procedentes de Rana vaillani
recolectados ¢l 11 de Diciembre de 1989 en Laguna Escondida. 1y 2, cjemplarcs
mastrando las vacuolas 0 endoesférulas y nucicolos condensados dentro del nicico.
3, ejemplar con nGeleos en division. 4, aneglo de La ciliacion. S y 6, formas clipticas




100

Figura 6. Zelleriella microcarya. 1-11, ejemplarcs procedentes de Rana vaillantd
recolectados el 16 de febrero de 1990 en el poblado “La Palma®. 1-3, arreglo de la
ciliacion. 4-9, forma tipica de los trofontes. 10 y 11, cjemplares en fisi6n binagia con
nicleos en division.
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Zelleriella bufoxena Metcalf, 1923,
Fig.n
TAMANO: Individuos de talla mediana, aunque algunos soa de talla pequeda.
Medidas del cuerpo: largo: 8034 ancho: 65.11, nucleas: 9.0, distancia entre
ndcleos: 13 (ver resimen de medidas).

FORMA: La forma del cuerpo en estos individuos cs notablemente redondeada,
solo algunos individuos presentan forma elfplica, en ocasiones alguno de Jos
extremos se aplana dandole al organismo una forma achatada. Cinétidas dispucstas
en forma oblicua y van scpamadose hacia Ja parte posterior. Ncleos situados una
8 cada lado del ¢je central del cuerpa. Ciloplasma hialino. Solo en algunos
cjemplarcs se aprecia granulacion citoplasmica.

COMENTARIO: La proporcion de estos individuos en el clego de 1a rana Rana
berlandieri Baird, 1859 fue muy cscasa, Aunque la talla en estos especimencs es
menor a la descrita por Metcalfl (1923), Ja forma del cuerpo, muy caracteristica y
¢l tamafio de los ndcleos corresponde claramente con la especie Z. bufoxena.

No. Catélogo hospederos, (catdiogo de donaciones); IBHED 916, IBHED 917,
Localidad de recolecta: Laguna Zacatal, Los Tuxtlas, Veracruz, México,

1 2 3 4
5
l 6 ' 7

Figura 7. Zelleriella bufc 1-8, trof proced de Rana berlandieri
8, cjemplar mononucleado.
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Zelleriella sp 1 (de Rhinophrynus dorsalis)
8)

. (Fig.
TAMANO: Las medidas dc estos ejemplares son: Jargo: 62.91, ancho: 34.05,
nécleos: 5.41, distancia entre nicleos: 533 (ver resGmen de medidas).

FORMA: 1a forma més caracteristica en estos organismos es 1a elipsoidal, En
1a mayorfa de Jos cjemplares el cuerpo se alarga ligeramente. Los extremos esién
redorkicados , aunque en algunos ejemplares la parte anterior parcee truncarse y da
la apariencia de estar aplanada. Niclecs situados hacia la parte anterior del cuerpo,
en la mayorfa de Jos casos estos son esféricos, presentandose algunos casos de
ndcleas ¢lfpticos, uno mayor que ¢l olro, 500 ¢n algunos casos sOn cenlrales.
Nucleolos condesados en 1a periferia del niicleo. Citoplasma con inclusiones
granulares pequedias visibles solo en algunos casos.

COMENTARIO: La abundancia de estos ¢jmplares en la cloaca del sapo
hospedero es relativamente baja, su tamafio ¢s ¢l més pequedo registrado hasta
ahora. Faltan por conocerse otras fases de su ciclo de vida para determinar de que
especie s¢ trata.

Na. Catélogo Hospederos: IBH 7368, IBH 7368-2, IBH 7369, IBH 7369-2
Localidad de recolecta: "Las Escolleras”, Alvarado, Veacruz, México.
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Figura 8, Zelleriella sp. ). 1-7, ejemplares recolectados en junio de 1990 del sapo
Rhinophrynus dorsalis. 8-16, cjemplares recolectados de {a misma especie de hospedero
en julio de 1990.

24



Zellerielln sp 2 (de Bufo marinus)
] (Figs-9y10)
TAMANO: Las dimensioncs del cuerpo son: largo: 101.91, ancho: 64.70,
nicleos: 1135, distancia entre nicleos: 10.84, distancia entre cindtidas; 2.34 (ver
restimen de medidas).

FORMA: En general e} cuerpo en estos especimences es cilfndrico y igeramente
alargado, solo en algunos ejemplares el cuerpo es casi redondo (Fig.10). Presentan
una foma muy caracteristica con uno o Jos 4os extremos terminando en punta. En
algunas ocasiones ¢! extremo anterior o ¢l posterior parccen truncarse y formar asf
la punta; no se¢ aprecia como un proceso terminal o cola. Los dos nticleos se
localizan centralmente. Las cinétidas presentan una disposicién diagonal.

COMENTARIO: Estos especimenes s¢ encontraron en proporcion muy abun-
dante en el ciego del sapo Bufo marinus L., sin embargo su forma tan panicuiar la
diferencia de todas las especics antes registradas.

No, Catdlogo hospederos (Catédlogo de donaciones): IBHED 912, IBHED 913,

Localidad de recolecta: Estacida de Biologfa Tropical “Los Tuxtlas®, Veracruz,
México.
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Figura 9. Zellericlla sp. 2. §-16, ejemplares recolectadas del sapo Bufo marinus. 1,
atreglo de ciliacion. 2-9, forma tipica de Jos trofontes, con uno o los dos extremos en

punta. 10, ejemplar en fisidn binania. 11-16, ejempl, dentes del mismo hosped
pcrodcfomumdondaylalhmcnot
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Figura 10. Zelleriella sp. 2. 1-13, ¢jemplares tecolectados ¢l 28 de abril de 1990 del sapo
Bufo marinus. 1-11, forma tipica de los rofoates. 3, ejemplar mosonucieado. 13,
organismo en fisién y con nicleos en divisidn.
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Subfamilia Opalininae Claus, 1874
Formas multinucleadas, ndcleos pequenos.

Género Opalina Purkinge y Valentin, 1835
Talla def cuerpo grande, que rebasa incluso las 1000 micra en algunos casos.
Cuerpo folisceo y aplanado en seocion transversal. Todas las especies son comen-
sales de anfibios anuros, Se conocen aproximadamente 40 cspecies,

Opalina oierigonoidea Melcalf, 1923
. (Fig.11)
TAMANO: Ejemplares de talla grande. Medidas del <uerpo, largo: 323.41,
ancho: 102.57, nicleos: 3.06, cinétidas: 1.75 (ver restimen de medidas).

FORMA: £l cuerpo en ¢stos individuos s caracteristicamentie oblongo lanceo-
lado y alargado. Corresponde al subgénero Opalina (Angusta) Amaro 1966, cuya
forma es més estrecha que en Jos otros dos subgéneros O. (Opaling) y O. (Nippo-
nica) Amaro, 1966 . Panc anterior dei cuerpo redondeada y ensanchada, mientras
que Ja posierior s¢ alarga y adeigaza. Cinélidas dispuesias en forma diagonal.
Nocleos muy pequedos alrededor de 300 en todo ¢! cuerpo. También se aprecian
vacuolas hialinas.

COMENTARIO: Esta especie se enconir muy abundante en el tiego de las
ranas arborfcolas Smilisca baudini Duméril y Bibron, 1841 ¢ Hyla picta (Gonther,
1901). Los opalfnidos encontrados ¢n H. picta son cn general de talla menor a los
de §. baudini y presentan una mayor variedad de fonmas.

Localidad de recolecta: Smilisca baudini: Estacion de Biologfa Tropical. Hyla
picio: Laguna Zacatal, "Los Tuxtlas”, Veracruz, México.

En la 1abla 1 s¢ scfialan las especics de anfibios revisadas y ¢} resuliado dc dicho
examen.

La tabla 2 muestra la relacida de Jos hospederos y las especies asociadas a ellos,
as{ como fa locatidad de recolecta.
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Figura 11, Opalina obtrigonoidea. 1-10, trofontcs recolectados ¢l 3 de febrero de 1990 de
1a rana arboricola Smilisca baudini. 1, cjemplar mostrando los nticlcas. 10, ameglo de la
ciliacion. 11-29, Opalina obirigonoidea procedente de la rana arbolicola Hyla picta
recolectada el 28 de septiembre de 1990, 11 y 24, cjemplarcs mostrando el ameglo de la
ciliacién.
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TABLA1

ESPECIES DE ANFIBIOS REVISADOS Y RESULTADO DEL EXAMEN

ESPECIE FAXKILTA Wo. EJDMPLARES RESULYADO
Xhiocpheysus dorealis Rhinophsy=idae 7 5 posltivos
Castrophryoe usta Microbylidae & 2 positivos
Leptodactylus mel ! dsceylidae 1 negativo
Eleutherodsctylus rugulosus ~Leptodsctylidae 1 negativo
Eleutherodactylus rhodopis Leptodactylidae 1 pegative
Bufo marirug Bufocidas i8 todos poaitivos
Bufo cavifrons Bufonidae 5 todos positivos
Byls picta Byl(dae 13 10 positivos
Byla abreccata Hylidee 5 4 positivos
Satlfsca baudiat Hylfdse 15 todos positivos
Sailiscs cysnosticta Eylidse 3 negativos
‘Agalychate cillfdryas Hylidae ] negative
Zans beclandiert Raznidae 4 2 positivos
Racna vafllantd Ranidae 16 todos positivos

ESPECIES DE OPALINIDOS ENCONTRADOS, HOSPEDERQ Y LOCALIDAD

OPALINIDO

BOSPEDERD

LOCALIDAD

Opslina oberigoooddea
Opalins obrrigonofdea
Protoopalins xystar
Zelleriella microcarys
Zelleriells smicrocarya
Iellerfella bufozens
Zellerella sp }

Zellertelis sp 2

Erla picts

Caserophryns usts

Rana vafllantd
Rana vafllanci
Rana berlandfery

Ratnophrynus dorsalis

Bufo marinus

Eatacléo de Biologls

Laguca Zacatal.

Laguna Zacatal

Laguna Escondida

“Ls Palma™

Laguza 2aeatal

“Las Escolleras”, Alvarsdo

EstaciSo de Blologla




1€

ESPECIE

AUCLEOS

DISTANCIA ENTRE DISTANCIA TXTRE
NUCLED:

s CINETIDAS
Pratoopalfos xyster ¥ 1200 81.31 - - -
dar - - - - -
max  476.8 162.6 15.67 - -
=in  108.3 5415 1.125 - -
Isllsyialls microcaryr X 10414 £7.25 10,04 20,98 1.8
det 2292 18,89 3.77 3.37
max 165,30 £00.30 22.80 28.08 -
oln  41.9 19.95 4.68 15.21 -~
Zelleriella bufoxema X 20.3¢ 36.12 2.008 13.00 -
dst
max  “146.7 2.3 .7 15.67 -
win 56,99 37.05 s.7 8.19 -
Zelleriells sp ) I s9 34,08 541 5.3 -
dst 15,92 199 1.09 7.91 -
max 112,30 76.50 7.02 10.53 -
aftn 4L35) 2.3 3.31 2.92 -
Z -
Zellertella op 2 F TN 8.70 11.35 10,86 -
dst 22,69 11.74 1.78 420 -
sax  153.90 “102.6 14,25 18.72 331
Bin 65,38 43,45 8.33 7.88 .3
Ozalfna oberigonotdes X e 102,57 3.06 - -
dst  100.36 21.03 0.4 - -
rax  501.6 133.93 3.5 - -
stn 176.7 64.0% 2.34 - -
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DISCUSION

La 1axonomia y diferenciacion de las cspecics estudiadas, es la panie més dificil
de abordar en este grupo zooldgico. Los trabajos mas recientes en opalfnidos
incluyen la descripcion de algunas especies, principalmente de Jos géncros Protoo-
palina y Zelleriella (Sandon, 1976, Foissner, et al, 1989, Amaro, 1967, 1973). Sin
embargo, no exisien otros trabajos recientes sobre Ia taxonom(a de este grupo.

De acuerdo con Sandon (1976) Jas caracterfsticas utilizadas para ¢l reconoci-
miento de jas especies de opalfnidos son:

a) especics de hospederas.

b) talla y forma del cuerpo, incluyenda las procesos terminales (cola).

€) estructura interna (ectosarco, vacuolacion y granulacion, incluyendo los cuerpos
de Zeller).

d) Lalla, forma y Jocalizacion de los nicleos.
€) estructura interna de los nicleos

f) cliliaci6n (ndmero y espaciamicnto entre las cinétidas y largo de los cilios.

Aesto, Chen (1972) agrega algunas caracterlsticas del nicleo para el reconoci-
micnto de las especies cn ¢l género Zelleriella, como nimero de cromosomas,
ndmero de cromosomas asociados con nucleolos y tpo de asociacién entre nucico-
los y cromosomas. A portir de estas caracter{sticas define cuatro especics de
Zelleriella presenies en el sapo Bufo valliceps en Nueva Orleans, Louvisina. Sin
embargo, de acucrdo con Sandoa (1976}, este hecho es muy dudoso, ya que la
presencia de cinco especies en un misma hospedero es un evento ecolégica y
cevolulivo muy dificil de ocurrir.

Earl (1979) menciona tres dificultades que pucden presentarse cn el estudio de
los opalinidos: la identificacion ¥ definicidn de las especies, €} popel del hospedero
y la evaluacion zoogeografica.
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Para dicho autor, Ja descripcitn de las especies es facil cuando esias son
nolociamente nuevas, pero cuanda s¢ iene que comparar coo 1as descritas anterior-
‘mente ¢ trabajo se complica, ya que gencralmente la descripcion original es
inadecuada.

Anteriormente s consideraba que el arreglo de¢ la ciliacion y la distancia entre
las cin¢lidas eran caracierfslicas importantes para ¢} recopocimicnto de Jas espe-
cies, sin cmbargo, actualmente se acepta que las dos caracterfsticas de mayor
importancia son la forma y tatla del cuerpo (Earl, 1970, Sandon, 1976). Estas dos
caracteristicas son 1as que en esic estudio tuvieron mayor peso. Sin embargo, al
realizar Jos examenes de Jos hospederos se encontraron dos especies del género
Zelleriella cuyo 1amafo y forma son muy particulares y, coma se menciond antes
en la descripeion, no s¢ hallan descritas en 1a Jiteratura. Por tal mativo, fue necesario
describirlas unicamente como Zellerfella sp 1y Zelleriella sp 2. Sc hizo lo anterior
con ¢l objeto de stablecer el regisiro de Jos hospederos estudiados, en este caso,
Rhinophrynus dorsalis y Bufo marinus, respectivamenie, Zelleriella sp 1 es hasta
€] momento Ja especie mas pequefia de este género ademas de representar €1 primer
registro en ¢} mundo de opalinidos en esta especie de sapo. Por ] tamafio de estos
prolozoarios y 1a condicion de los sapos hospederos, puede pensarse que sc trala
de formas ya completas pero previas a los trofontes (protrofontes).

Por otro 1ado, 1a Zelleriella sp 2 del sapo Bufo marinus tiene cicrla semejanza
con 1a especie Z. patagoniensis & Paludicola bufonina procedente del Estrecho de
Magallanes, sin embargo, esta Gltima es de tamafo mayor a 1a encontrada en Bujo
marinus. De acuerdo con Delvinquier (com. pers.) puede tratarse de la especic Z.
antunesia Pessoa, 1934, sin embargo, en 1a descripcion original y os registros de
Metcalf (1940) se aprecia que paseen una cola cilindrica y larga, de longitud igual
a la mitad del largo del cuerpo, mientras quc Jos encontrados ¢n B. marinus poseen
el extremo posterior en punta sin egar a formar una cola propiamente.

Cuando existen organismos cuya talla es muy similar, las caracteristicas para
diferenciar las especies son cntonces de morfologfa intema. Aparcntemente, la
caracteristica definitiva es ¢l nimero cromosémico, sin embargo este puede ser
igual en diferentes especies (Chen, 1972).

Dos aspectos que se deben tener presentes al estudiar €510 organismos son, por
un Jado, ¢l ciclo de vida, y por ¢l otro Ja condicion general del hospedero, Metcalf
(1930) asegura que ¢s pasible estudiar opalinidos de ejemplares de anfibios fijadas
con alcohol al 70% que estén depositados en alguna coleccitn, sin embargo, esto
afecta definitivamente la condicion de los protazoarios, que se deforman, contracn
O rompen, situacion que se corrobord en este estudio,
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Respecto a la importancia de los hospederos en el reconocimicnto de las
especies de opalinidos, no se puede asegurar que 1a especie de hospedero sirva para
1al difcrenciacion, ya que hasta ¢] momento, es imposible asegurar que exisia cierto
grada de especificidad hospedatoria, aunque se sospecha que esle es bajo (Earl,
1973).

Aunque parece existir acuerdo respecto a las principales caracterfsticas morfo-
16gicas que deben tomarse en cuanta para el reconocimiento de las especies y que
en general son las mencionadas antes por Sandon (1976), slgunos autores utilizan
otras y miden otras variables que antes era imposible medir, como 10 hace
Delvinquicr (1988) en su abundante y precisa descripcién de Zelleriella antilliensis
donde mide 1a superficie total del cuerpo y de los niicleos, utilizanda para ello un
digitalizador de imé4genes que calcula automaticamente por medio de un programa
cl Area quc interesa, asf calcula ¢} 4rca en otros cjemplares anteriormente encon-
tradas y Jos compara con sus registros, de tal mancra que esta variable sirve como
clemento de diferenciacién.

Lo idcal es contar con €1 mayor nimero de caracteristicas medibles. Los datos
exactos de 1as especies permiten diferenciarlas entre si. Coma generalmente esto
no s¢ logra, las redescripciones suelen scr inadecuadas. Las 1allas del cuerpo y de
los nficleos pueden ser semejantes en diferentes individuos sin que esto signifique
necesariamente que son difercntes especics, por ello, es importante mencionar que
para trabajar con seguridad una especic en concreto debe seguirse todo ¢l curso de
la infeccidn, Esta recomendacion fue hecha desde 1923 por Metcalf, para que
finalmenie sc obtengan mucstras de todas las formas y tamados que la especic
presenta a lo 1argo de su ciclo de vida. Ademés, deben elaborarse dibujos de todas
las formas posibles, ya que estos ilustran y explican méas que la simple descripeion
escrita. Por otro Jado, las téenicas de fijacion y tincién empleadas pucden conducir
a serios errores de apreciacién, a este respecto, podemos mencionar que algunas
téenicas nos permiten apreciar cientas estructuras pero no evidencian otras, como
sucedi6 en este estudio con Zelleriella microcarya. Por el empleo de las 1éenicas
anteriormente mencionadas no fuc posible medir la longitud de los cilios y en
ocasioncs tampoco ¢l cspaciamicnto entre cinétidas, ambas caracteristicas de
importancia taxonémica, para cllo, es recomendable ¢l empleo de técnicas de
impregnacién argéntica. Por olro lado, recientes estudios (Delvinquier, 1988)
revelan que el empleo de 1a téenica de Protargol ofrece muchas ventajas para
facilitar ¢l reconocimiento de las especics, ya que evidencia con claridad la
estructura interna de los protozoarios.

Las dificultades cn ¢} estudio de este grupo se originan en Jos primeros trabajos
taxendmicos realizados principalmente por Metcalf ( 1909, 1923, 1940), quien a
pesar de haber dedicado més de 30 afios al estudio de esic grupo, describié matcrial
procedente principalmenie de Estados Unidos y algo de material de México,
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algunos cjemplares de China y Sudamérica pero gencralmente las muestras se
encontraban ca mal cstado. Sus descripciones en muchas ocasiones son incomple-
tas, ambiguas ¢ inadecuadas. El mismo admite en su trabajo de 1923 que algunas
de sus descripciones no son correctas ya que basé sus observaciones en material
mal preservado, Por tales motivos, Earl (1973) suprimi6 88 especies de opalfnidos
por considerar inadecuadas las descripeiones. Posteriormente, Corliss (1982b),
hizo una revisién de Jas especies conocidas de los 36 phyla que comprenden ¢l
reino Protista, al cual pertenceen los opalfnides y menciona que cxisten aproxima-
damente 400 especics descritas, de las cuales, posiblemente solo 1a mitad ticnen
validez,

Los registros de opalfnidos de México, como se¢ menciond anies, son muy
escasos. De Jas especics de anfibios examinadas en este trabajo solo sc habfan
estudiado anteriormentc Gastrophryne usta en Veracruz, encontrdndose asociada
a ella la especie Protoopalina xyster Metcalf (1923). En Smilisca baudini, Metcalf
(1923) registrd las especics Opalina guatemalae de Guerrcro y Cepedea baudini
en Cérdoba, Veracruz,

La especie de anfibio més estudiada en el mundo es ¢l sapo Bufo marinus, este
fue revisado cn México por Beltrén (1941a) registrando Zelleriella antilliensis
asociada a cl. Se suponc que esta especie de opal{nido tienc una amplia distribuciéa
neotropical, sin embargo, en los ejemplares revisados en este trabajo no se cncontrd
dicha especie.

EJ otro punto que ha causado desde hace tiempo discusiones y revisiones del
grupo s su clasificacién y filogenia, En 1964 ¢] Comité de Taxonom(a de la
Sociedad de Protozoologos de Kansas revisé y publicd la taxonomfa de Jos
protozoarios y puso a los opalinidos cn Ja superclase Opalinata del subphylum
Sarcomastigophora, esto Jos ubics entonces, oerea de los flagelados y separados
sustancialmente de Jos ciliados que subicron a 1a categorfa de Subphylum (Cilio-
phora). Para Wesscnbwerg (1978) esto no logra diferenciar totalmente a Jos
opalfnidos, que poseen caracterfsticas Gnicas. Entre esas caraclerfsticas est4, por
ejemplo, la carencia de citostoma, relacionada tal vez con la presencia de alimento
ya digerido, por su ¢ondicién de cndocomensal. Otro elemento que podemos
considerar como una caracterfstica Gnica en el grupo cs la presencia del "falx™, En
su monografia de 1os opalinidos Wessenberg (1978) describe Ja importancia de esta
estructura, afirma que controla la formacién de cinélidas del cuerpo y de Jos
phicgues corticales. Entre los ciliados no existen estructuras andlogas a ¢sta, Por
otro lado, en Io que s¢ refiere a la mitosis existen dferencias claras sobre ¢}
comportamiento de los cromosormas. Estas diferencias tan marcadas son suficientes
para separarlos de Jos flagelados. Ya antes, este mismo autor (Wessenberg, 1961)
habfa recomendado una posicion igual pero independicnic de ciliados y Nagelados.
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La inclusion de varios tipos de organismas dentro del phylum Prolozoa es ya
obsoleta,

El antiguo phylum Protozoa agrupaba of ganismos muy distintos entre si. Corliss
(1982a) dividié e) grupo en 36 phyla argumentanda que debe aumentarse ¢l ndmero
de 1axa de alto nivel para que se reflejen hasta donde sea posibie, las diferencias
taxonomicas y filogenéticas. Considera a los opalfnidos como un phylum (Opali-
nata) y afirma que son necesarios mis datos de anatomfa y bioquimica para separar
los grupos que conforman el reino Protista.

Los recientes estudios de Patierson (1985, 1988) y Patterson y Delvinquier
(1990), revelan semejanzas ultracstructurales entre los opalfnidos y los Proteromo-
nadidac, (Nageladas), sin embargo, debe considerarse que Proteromonas laceniae-
viridis se parece a su vez a cicrtas algas heterokonticas, por ejemplo, las crisofitas,
diatomeas, algas pardas, etc. sobre t0do en la estructura flagelar. Si estas estruc-
turas son evolutivamente homdlogas, entonces los opalinidos scrian un grupo
derivado de dichas algas, por 10 tanto, no pueden tener la categorfa de phylum
porque esia es 1a que poscen las algas originales, razdn por la cual, Patterson {op.
¢it,) agrupa ambas familias en ¢1orden Slopalinida.

Ya que no hay suficiente informacion disponible y dos de Jos géneros estén adn
dudosos, las interelaciones en este orden estén incompletas, por lo tanto es impo-
sible decir que géneroes ¢) més primitivo, aunque Palterson (1985) propone varios
esquemas evolutivos (cladogramas), esto no es definitivo, ademds, hasta ahora no
se sabe nada de 1a radiacion de Jos opalfnidos por debajo de 1a categorfa de géncero.

Desde luego, en 1an1o no se demuesire la relacién de estos con otros grupos,
debe separarse este grupo en un phylum aparte.

RECOMFENDACIONES

De acucrdo con 10s resultados hasta ahora presentades es evidenle que adn falta
mucho por conocer ¢n este grupo de prolistas, sobre tado en México, por ello es
recomendable que se continuen las investigaciones tendicntes a ampliar el conoci-
miento sobre 1a biologfa general y taxonomfa de estos organismos.

El aumento en Jos conocimientos sobre cste grupa permitiré dilucidar a su vez,
algunos aspectos inciertos sobre a filogenia de esic y otros grupos de protozoarics,
como los ciliados y flagelados. De igual mancra, es posible realizar algunas
aproximaciones biogeograficas basandonos en el estudio de las relaciones cntre
estos Ofganismos y sus hospederos,




Los opalinidos constituyen un grupo bioldgicamente muy interesante que &
pesar de presentar ciertas dificuliades para su estudio nos ofrecen 1a pasibilidad de
realizar importantes observaciones ecolgicas y filogenéticas.
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APENDICE 1

Las técnicas de tincidn mds wiilizadas fueron: Hematoxiling frrica de
Heidenhain y 1a hematoxilina de Delaficld. Ambas ifcnicas se describen a
continuacion (Gurr, 1962).

HEMATOXILINA FERRICA DE HEIDENAIN.
Primera se preparan dos soluciones, una del mordente y otra del colorante.

Ambas soluciones se preparan por separado y s mezclan unicamente cuando se
van a utilizar. La mezcla se guarda solo por unas haras, Juego ya no sirve.

solucion 1. Alumbre de hierro . .., .. P 4
aguadestijada . ... ... v.. . 100m)

soluci6n 2. Hematoxilina al 10% en alcohal absoluto,
maduradade3a6meses . ..., ... Sml
Aguadestilada . ........... 95 ml

E} procedimiento de tincitn es como sigue:

1. Fijar la preparacion con Schaudinn 5 minutos 2 S0°C, o una
hora 3 temperatura ambiente.

2.- Lavar con alcohol yodado cinco minulos.

3.- Lavar con alcohio] 50% durante 3 minutos.

4.- Enjuagar con agua de la lave duranic 3 minulos.

5.- Poner ca la solucidn mordente de alumbre de hierro al 4%
durante 10 3 26 minutos a 406 50°C. 6 122 24 horas a
temperatura ambiente.

6.- Hacer das cambios con agua destilada o de la llave durante
3 minutcs,

7.~ Tetiir con hematoxilina 0.5% durante § a 10 minutos 2 406
50°C. o durante 12 a 24 horas a temperatura ambiente.

8. Lavar con agua de 1 llave durante 3 minutos haciendo dos
cambios.




9.- Diferenciar con alumbre de hicrro al 1 0 2% durante 3 minutos 0 més.

Se puede diferenciar también con una solucita sobresaturada de dcido picrico
durante 5 a 10 minutos, obscrvando bajo ¢} microscopio.

10.- Lavar con agua de Ja llave de 5 a 30 minutos.
11.- Lavar con alcobol al 70% adicionado con unas gotas de
solucion de Carbonato de litio, durante 3 minutos.
12.- Deshidratar con alcohol al 95% durante S minutos.
13.- Aclarar con carbol-xiJol durante S minutos y lucgo con xilol duranie 3 minutos.
14.- Montat con Permount o Bdlsamo de Canada.

HEMATOXILINA DE DELAFIELD.

1.- Se fijan los organismos con formol a) 4% o con Schauding durante 15 a 25
minutos.

2.- Tefiir con hemnatoxilina de Delafield de 20 a 30 minutos.

3.- Lavar con agua destilada,

4.- Pasar por agua acidulada y enjuagar répidamente con agua de }a Nave,

5.- Virar con Carbonato de litio.

6.- Deshidratar en alcoholes graduales hasta legar al absoluto,

7.- Si se desca, contrastar en ¢i paso de alcoho} 70% utilizando verde ripido o verde
brillanie.

8.- Aclarar con xilol,

9.- Montar Ia preparacion con Bélsamo de Canada.
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APENDICE 2

TECNICAS ARGENTICAS.

Las dos 1écnicas de plata méas utilizadas fucron Ja 1éemica de Ferndndez-Galiano de
1979 y fa de impregnacion por difusion argéntica de Chatton y Lwoff (1930).
Ambas 1¢cnicas se describen a continuacion.

TECNICA DE PLATA DE FERNANDEZ-GALIANO.

1.- Verter 3 cc de cultivo en una pequeiia caja de Petri que contenga 10 gotas de
fortnol &} 10%. La fijacion dura 15 minutos a temperalura ambicnte.

2.- Adicionar goteando 3 cc de Carbonato de plata amoniacal con 15 gotas de
piridina pura y mezclar con el Jquido que contienc Jos organismos.

3.- Adicionar a Ja mezcla 10 cc de agua destilada,

4.- Calentar directamendte ¢} recipiente en una Jampara de alcohol, evitando que la
temperatura rebase los 40° C. Calentar hasta que ¢l lHiquido tome un color &mbar,

5.- Una vez del color deseado se vierie ef contenido en una cipsula de porociana
contenicndo S0 ce de Hiposulfito de sodio al 5%, frfo. Este enfriamicnio acelera
la reduccién de) Carbonato de plata, esta reduccién se fija con cl Hiposulfito,

6. Los protgzoerios ciliados, ya impregnados s¢ depositan en el fondo de fa cépsula
y forman una delicada capa negra o azul. Se decanta ¢} Hiposuifito y s lava
con agua destilada dos veces. Sc tira el agua y en fondo quedan Ios ciliados.

7.- Se recogen los ciliados con una pipeta fina 0 con un pincel y s¢ colocan en up
portaobjetos. Esto debe realizarse ¢n una sola operacion.

8.- Aclarar con carbal-xilol.

9.- Monltar con Bélsamo de Canadd.

TECNICA DE CHATTON Y LWOFF.
1.- Colocar una gota de cultivo sobre un portacbjetos.
2.- Eliminar con una pipeta ¢l exceso de fquido.
3.- Fijar con Ifquido de Da Fano salado durante 10 minutos.

DA FANO
Nitratodecobalto . ... ........1g
Clorwrodesodio . .. .. .ou v vv 1g.




Formolal10% ............. 10 ml.
Aguadestilada ......... .. S0 ml

4.- Incluir en una gota de gelatina salada a 25°C. por 1 22 minutos.

GELATINA SALADA
Grepetinapura ... ..o vvn .. 10g.
Clorurodesodio . ... ..., ... 0.05g.
Aguadestilada ... ........ 100 ml.

5.- Verter sobre la gelatina solidificada una solucién de Nitrato de plata al 3%
durante 5 minutos.

6.- Lavar con agua destilada,

7.- Exponer a Ja Juz sobre un recipicnte de fondo blanco sumergido ea agua
destilada, por 15a 20 minutos, o bien con una ldmpara de luz ultravioleta por
5 a 20 minutos.

8.- Deshidratar.

9.- Montar con Bdlsamo de Canads.
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