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RESUMEN

En €l presente trabajo se muestra y describe la ultraestructura intermna y
externa de una poblacién del ciliado hipotrico  Euplotes eurystomus. Se
emplearon técnicas de tinciéon e impregnacién a.rgéntica como la de Klein
¥ la de protargol para microscopia foténica y cortes semifinos tefiidos con
azul de toluidina con las cuales se determiné la especie estudiada. Se
hicieron cortes ultrafinos contrastados con sales de plomo y de uranilo
para microscopia electréonica de transmision para mostrar y describir 1a
morfologia interna como la ultraestructura de las mitocondrias
microtubulares tipicas de este género, 1as vacuolas digestivas, la vacuola

el reticulo endoplasmico, endosimmbiontes y la banda de

contrictil,
elaboraron

replicacién del macronicleo. Al mismo tiempo se
preparaciones de microscopia electronica de barrido para observar la
morfologia externa, principalmente de las estructuras corticales.
Finalmente se recalizé un estudio morfométrico que incluye varios
caracteres que permiten una determinacién mas precisa del ciliado en
estudio, segin lo propuesto por otros autores, quienes mencionan que los
caracteres taxonémicos tradicionales ya no son suficientes para realizar

una determinacion detallada y precisa del microorganismeo.



INTRODUCCION

Antecedentes

Durante las tltimas décadas se ha incrementado el interés por el
estudio de los protozoos, los cuales son microorganismos unicelulares que
pertenecen al Reino Protista, Subreino Protozoa. Se encuentran en diversos
ecosistemas, desde los acudticos hasta los terrestres y varios de ellos estin

asociados a una diversidad de vertebrados e invertebrados.

Los ciliados son protozoos que conforman el Phylum Ciliophora; dentro
de este se incluyen a los hipotricos, que son los mas complejos de acuerdo
con su morfologia, fisiologia, desarrollo y morfogénesis. Estos organismos
forman parte de las comunidades planctéonicas y bentonicas de los medios
dulceacuicolas, salobres y marinos; presentan una nutricién heterétrofa, y
se alimentan principalmente de bacterias, microalgas y detritus.

Las caracteristicus morfolégicas de este grupo de cilindos son: el de

presentar un cuerpo ovalado, ovorectangular o alargado; aplanado
dorsoventralmente y a menudo flexible; ademsds se les distingue por
presentar organelos ciliares compuestos, los cnales se denominan cirros
cuya disposiciéon resulta importante en la determinacion genérica. Su
funcién esta relacionada con la locomocion, la alimentacién y en algunas
ocasiones con la adhesién al sustrato.

El aparato bucal se encuentra localizado en la regiémn anterior
izquierda, constituida por la cavidad bucal que contiene una zona adoral
de membranelas (ZAM) y una o dos membranas parorales. El macronticleo



de forma ovoide, ovalada o de banda, es poliploide, presenta gran
cantidad de cromatina compacta, numerosos nucleclos y particulas
ribonucleoproteicas semejantes a las que presentan los animales y plantas
en sus estructuras, segin Raikov (1976). En la interfase de los hipotricos el
macronticleo antes de la divisién se caracteriza por la presencia de las
bandas de replicacién, sitio en el cual se lleva a cabo la sintesis del ADN
e histonas y algunas proteinas. Las bandas pueden migrar de ambos
extremos del macroniicleo hacia €l centro como en Euplotes o del centro
hacia los extremos como ocurre en Aspidisca. En el caso de Gastrostyla
que presenta cuatro elementos macronucleares, las bandas migran de un
extremo al otro. Estas bandas de replicaciéon, también se manifiestan en
algunos otros ciliados, como en los géneros Dysteria, Chlamydodon y en
algunos oligotricos como Halteria. También pueden presentar uno o mas
micronticleos adyacentes o embebidos al macrontcleo. Los géneros
Euplotes y Aspidisca presentan un caracter distintivo que es un sistema
argentdfilo en la superficie dorsal y ventral del organismo, conocido como
argiroma del cual se hablara mias adelante. La estomatogénesis puede ser

para o apocinetal.

Los hipotricos han sido estudiados desde el siglo XVIII en diversas
partes del mundo, sobresaliendo los trabajos de Miiller (1773 y 1786 en
Curds 1975); Ehrenberg (1838); Kahl (1932-1935); Borror (1972); Tuffrau
(1960); Curds (19785); Wu (1975); Hill (1980) y Foissner (1982).

El género Euplotes es uno de los géneros maias representativo de este
grupo y ha sido objeto de diversos estudios taxonémicos y experimentales.
Curds (1975) reconoce alrededor de 80 especies y variedades.



Durante muchos afios los tinicos caracteres taxonémicos utilizados
fueron el tamaisio y 1a forma del cuerpo, las "costillas" ventrales y dorsales y
el arreglo de los cirros en la superficie ventral. La aplicacién de técnicas
argénticas como la de Chatton y Lwofl (1930) permitieron a Tuffrau (1954)
el descubrimiento del sistema de lineas argénticas o argiroma considerado
como un caracter taxonémico de gran importancia. Tuffrau (1954, 1960)
fue el primero en sugerir que el nimero de las hileras de cilios
dorsolaterales, la gcometria del argiroma, el mnamero de cirros
frontoventrales y la forma del macromicleo podrian usarse para diferenciar
las especies del género Euplotes. La revision realizada por Tuffrau (1960)
ha sido la base de las revisiones realizadas posteriormente por Borror
(1962, 1963, 1968). Este autor publica en 1972 una lista de las especies
que considera aceptables, basado en un criterio moderno y sefiala los
probables sin6nimos. Carter (1972) sugiere que la forma de 1la zona adoral
de membraneclas (ZAM), asi como el niimero de esta podrian sumarse como

caracter taxonémico en la separacion de las especies.

Curds (1975) publica una guia de las especies de Euplotes de gran
importancia que retine buena parte de la informacién dispersa. Este autor
hace énfasis en que de todos los caracteres taxonémicos utilizados, la
geometria del argiroma es el tinico caracter que se mantiene constante y
todos los demidis varian en menor o mayor grado. Hill (1980) realiza una
revisién especial de FEuplotes sugiriendo la divisién de este en varios
géneros.

La utilizacion de la microscopia clectrénica en el estudio de los
hipotricos se inicia en la década de los setenta. Entre algunos de estos
trabajos mencionaremos a los de Murti (1976) quien emplea la microscopia



electrénica de transmision (MET) para observar las hélices presentes en €l
macromticleo de Euplotes eurystomus; Ruffolo (1976a) realiza un estudio
sobre la estructura fina de la superficie dorsal y la pelicula utilizando tanto
la técnica de protargol para la microscopia foténica como en el MET.
Ruflolo (1976b) describe la morfogénesis cortical durante el cicio de 1a
division celular de E. eurystomus integrando observaciones a mnivel de
microscopia de luz, MET y microscopia electrémica de barrido (MEB). Hill
(1980) elabora un estudio descriptivo de los géneros FEuplotes, Uronychia,
Aspidisca y Euplotaspis empleando 1la microscopia de luz para las técnicas
argénticas de protargol y la MEB. Gates (1988) trabaja sobre Ila
distribucién de los cinetosomas en la superficie dorsal de varias especies
marinas y dulceacuicolas del género Euplotes utilizando la microscopia

electrénica de barrido.

La aplicacion de la técnica de criofractura para la mnuicroscopia

electrénica, la técnica de campo obscuro, asi como la microscopia

electrénica de interferencia han sido utilizadas en los dltimos aidios.
Bardele et al., (1986) realizan un estudio de la superficie subpelicular de
un ciliado, empleando diferentes técnicas de criofractura para MET y MEB.

Kloetzel (1991) identificé una familia de proteinas que Hamé plateins con

anticuerpos monoclonales obtenidos de 1la superficie de Fuplotes

aediculatus utilizando inmunofluorescencia y criocortes.

Los ciliados en general, han sido comsiderados como modelos

bioléogicos en diversos estudios citolégicos y ecolégicos por sus

caracteristicas morfologicas, su amplia distribucion en los ecosistemas, su
facilidad de cultivo y su bajo costo de mantenimiento en el laboratorio.



Descripcién del género Euplotes

Habitat. Este organismo se puede encontrar en medios dulceacuicolas,
salobres y marinos e inclusive en asociacién simbiética con algunos
invertebrados, Euplotes balteatus (Dujardin, 1841) y E. tuffiraui (Berger,

1965), son comensales del erizo de mar.

Morfologia General. Hipotrico generalmente de contorno ovalado, plano-
convexo, aunque algunas especies pueden presentar costillas en la parte
dorsal. Los cirros que representan la mayor parte de la ciliatura
somitica, se localizan en la parte ventral y su disposicién nos permite
reconocer tres grupos: a) los cirros frontoventrales se localizan en la
parte anterior y media del lado derecho y su niamero varia de 8-10; b)

los que se encuentran transversales se localizan en el vltimo tercio del

cuerpo y generalmente son 5 y ©) los candales que estan situados en la
regién posterior terminal y su niamero va de 8-10. En la parte convexa
presenta de 6-14 cinetias dorsolaterales, cada una presenta diferente
niimero de cilios ¥y en particular el nmimero de cilios de las cinetias
centrales es fundamental para la determinacién de la especie. La
cavidad bucal contiene a la ciliatura oral formada por las membranelas
adorales que son un conjunto de policinétidas y por la membrana
paroral. La disposiciéon y el namero de membranelas de la zona adoral
es considerado como otro caracter taxomnémico importante. El
citoplasma es transparente con algunas granulaciones, vacuolas y en
ocasiones pueden contener microalgas o zooclorelas; el macronicleo en

banda presenta una diversidad de formas y adyacente o embebido a

éste se encuentra el microniicleo. El argiroma dorsal esta formado por

las cinetias longitudinales y entre ellas por un sistema de conexiones
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subpeliculares dispuestas transversal y longitudinalmente, que
conectados entre si, en la mayoria de los casos forman poligonos que de
acuerdo a su forma y disposicién van a ayadar a la determinaciéon de la

especie; en tanto, el argiroma ventral tiene poco valor taxonémico.



1.

OBJETIVOS

Mostrar y describir las estructuras corticales y la ultraestructura
interna y externa del ciliado Euplotes eurystomus. ’

Realizar un estudio morfométrico de una poblacién dulceacuicola de
1a especie Euplotes eurystomus de una pequeiia fuente de un jardin
de la Ciudad de México.




MATERIAL Y METODO

Recolecta y cultivo

La muestra de agua utilizada para ¢l presente estudio, fue obtenida de
una pequeia fuente de un jardin de la Ciudad de México. Con 1la finalidad
de aumentar ¢l ntimero de individuos del género Euplotes se realizaron
varios cultivos utilizando como medios infusiones de granos de chicharo,
trigo y arroz. Estos cultivos favorecieron también el desarrollo de varias
especies de protozoos por lo que se procedié a la separacion del género
Fuplotes bajo <l microscopio estercoscépico utilizando para ello una
micropipeta. Los individuos fueron colocados en tres cajas de Petri a

temperatura ambiente, las cuales contenian los diferentes tipos de

infusiones arriba sefinladas.

Microscopia fotédmica

Se realizaron observaciones in vivo utilizando colorantes acuosos como
el verde luz al 1% y el azul de toluidina al 1%, aplicando diferentes técnicas

microscépicas de luz, en campo claro, contraste de fases (con filtro y sin
filtro) ¥ €l campo obscuro.

Posteriormente se claboraron técnicas argémticas para preparaciones
permanentes como la de Klein (1926, 1958) y la de protargol (Curds et al.,

1983 y Lee et al., 1985) para determinar la especie con la que se trabajé en
esta investigacion.



Para el estudio morfométrico se utilizaron individuos "in vivoe"” e
impregnados con plata. En todas las mediciones realizadas, se utilizé el
objetivo de 40x, a excepcion de la distancia entre los cirros en que se
empled el objetivo de 100x.

Se tomaron fotografias del cilindo en estudio utilizando técnicas
microscépicas como ¢l contraste de fases, campo obscuro y para las
preparaciones permanentes el campo claro, empleando un microscopio
S6ptico marca Zeiss con un cuerpo de cAmara de 85 mm, un adaptador y un
exposimetro BEWI MICRO; las peliculas utilizadas fueron de color GOLD
Kodalk ASA100.

Una vez determinada la especie se seleccionaron las técnicas para los
estudios de microscopia electrénica de transmision y de barrido.

Microscopia clectrénica de transmisiéon (MET)

a) Fijacién

1. Concentrar en un tubo los organismos y centrifugarlos a 800 rpm
durante cinco minutos para formar el botén.

2. Fijar con glutaraldehido al 2.5% al vacio, dejarlos en la cAmara de
vacio durante 5 minutos y completar la fijacion hasta 90 minutos
fuera de ella.

3. Agregar agar al 1% con un colorante azul, para cementar ¢l botén,
enfriar para su solidificacién, posteriormente con la ayuda de un
microscopio estercoscépico, eliminar el exceso de agar del botén v
colocar los fragmentos en un frasco vial.

4. Lavar con buffer de fosfatos (pH 7.3, 0.16 M) tres veces para quitar el

exceso de fijador.



b) Deshidratacién
5. Deshidratar con etanol al 70% , 80% , 96% dos cambios de 10 min
cada uno y absoluto tres cambios de 15 minutos cada uno.

6. Hacer tres cambios con 6xido de propileno de 15 minutos cada uno.

c) Imclusién
7. Preinclusion lenta
e En una solucién de 1:2 de Epon y d&xido de propileno,
respectivamente, taparlos perfectamente y dejarlos a temperatura
ambiente durante 24 horas.
¢ En una solucién 1:1 de Epon y éxido de propileno durante 24 hrs y
¢ En una solucién 2:1 de Epon y éxido de propileno durante 24 Hrs.
8. Incluir en un molde para inclusién con resina Epon, colocando el
botén en los extremos. Introducir en la estufa a 60 °C durante 24 hrs
para que polimericen.

d) Cortes

1. Hacer una piramide trunca con base trapezoidal con una navaja de un
solo filo en el ultramicrotomo MT-2.

2. Obtener cortes semifinos de 250 a 300 nm de grosor.

8. Teiir dichos cortes con azul de toluidina al 1% y observarlos al
microscopio de luz con campo claro para seleccionar un Area
adecuada y obtener los cortes ultrafinos de 60-90 nin de grosor.

4. Montar los cortes en un portacbjetos anillo de Sjostrand o bien
rejillas de cuadros muy grandes y dejarlos secar sobre un bastidor

con membrana de Formvar.
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5. Contrastar con soluciones de metales pesados como acetato de
uranilo al 8% y citrato de plomo al 0.8% (20 y 10 minutos

respectivamente).
6. Lavar con aguan destilada después de cada uno de los metales y

dejarlos secar sobre un papel filtro.

e) Observaciones

7. Los cortes se analizaron al microscopio electrénico de transmisién y
sc fotograﬁaron las diferentes estructuras del organismo.

Se¢ tomaron imagenes del ciliado en estudio para microscopia
electrénica de transmisiéon empledndose los microscopios marca Zeiss
modelos EM-10 y EM-9, utilizando una pelicula de grano fino Kodak
Electron Microscope Film 4489 (ESTAR Thick Base) de 7x 7 ¢m y 8.8x
10.2 cin respectivamente.

Microscopia electrénica de barrido (MEB)

a) Fijaciéon

1. Concentrar en un tubo los organismos y centrifugarlos a 800 rpm
durante cinco minutos para formar el boton.

2. Fijar con glutaraldehido al 2.5% al vacio, dejarlos en la cAmara de
vacio durante 5 minutos y completar la fijacién hasta 60 minutos
fuera de ella.

8. Lavar con buffer de fosfatos (pH 7.3, 0.16 M) tres veces para quitar el

exceso de fijador.

11



b) Deshidratacién
4. Deshidratar con etanol al 70%, 80%, 96% de 5 min cada uno y por
ultimo colocar en una mezcla de alcohol/acetona 1:1 durante 10 min

) e inclusive se puede dejar méas tiempo en esta mezcla.

Posteriormente se pusieron en un desecador de bidxido de carbono
para llevarlo a punto critico, colocando a los microorganismos sobre

una cuarta parte de un cubreobjetos y este a su vez encima de un

cilindro de metal.
5. En una campana de evaporacién al vacio se recubrieron con oro (ya
que es el metal més recomendado para el estudio de protozoos).

6. Aiadir al mencionado cilindro un poco de carbono pulverizado sobre
la superficie para un mejor recubrimiento y su observacién al

microscopio electrénico de barrido modelo Jeol jsm-85C con

diferentes voltajes de 15 y 20 kKV.

Asi mismo también se tomaron micrografias, se utilizé una pelicula
marca Kodak Verichrome Pan ASA120, las cuales, fueron impresas en

papel para el analisis morfologico.

Para la identificacién de las estructuras se consultdé a Tuffrau (1960),
Curds (1975), Ruffolo (1976 a y b), Hill (1980), Small y Lynn (1985) y

Foissner et al. (1991).
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RESULTADOS

Morfologfia externa
En la Fig.1l sc encuentran sefialadas las estructuras de la especie
estudiada, Fuplotes eurystomus; la forma de este ciliado es ovalada, el
cuerpo plano-convexo, con un tamaiio de 113-175 jam de longitud por 69.6-
101.5 pam de anchura (Figs. 2, 8 y 4). En la Tabla 1 se aprecia el detalle
de los pardimetros que fueron tomados en cuenta para la realizacién del
estudio morfométrico, en el cual se hicieron mediciones de la longitud y
la anchura total del cuerpo, asi como de la zona adoral de membranelas
(ZAMD), la placa ventral, l1a membrana paroral, la distancia entre cirros
de uno y de diferentes grupos, y la anchura maxima de la cavidad bucal;
caracteres que fueron medidos con organismos procesados con las
técmicas argénticas de Klein y de protargol en posicién ventral,
observindose en la Tabla 2 los resultados de estas mediciones. En la
Fig. 5 con la técnica argéntica de Klein se muestra uno de sus caracteres

el argiroma dorsal de "tipo eurystomus' pesfectamente

tipicos,
sistema argentdfilo de microttibulos

resaltado, formado por un
subpeliculares, que se encuentran conectados entre si, tanto longitudinal

como transversalinente y formando de esta manera rectangulos del mismo
tamaiio entre una y otra cinetia; el argiroma ventral es considerado de poco
valor taxonémico (Fig.6). Los cirros que se encuentran en la parte ventral
se aprecian in vivo preferentemente utilizando contraste de fases, asi como

con las técnicas argémticas de protargol y Klein y con el microscopio
electrénico de barrido (MEB) (Fig.7).
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Fig. 1 Esquema de Fuplotes eurystomus en posiciéon ventral, mostrando las
diferentes estructuras que se tomaron en cuenta para su medicién.

Tabla 1. Lista de las mediciones realizadas en la parte ventral de E. eurystomus,
de acuerdo coy el esquema anterior.

Medicion punto punto Descripcion
1 A B anchura total del cuerpo del organismo /in vivo
2 C D longitud total del cuerpo del organismo in vivo
3 A 8 anchura total del cuerpo en organismos fijados
4 [ D longitud total det cuerpo en organismos fijados
5 E F anchura de la zona adoral de membraneias (ZAM)
6 F G longitud de ia zona adoral de membranelas
7 H ! parte mas amplia de la zona adoral de membranelas
8 A J anchura maxima de la placa ventral
9 a b anchura total de la membrana paroral
10 c d longitud total! de la membrana paroral
11 2 7 distancia entre los cirros 2 y 7 frontoventratles
12 7 14 distancia del cirro 7 frontoventral al cirro 14 transversal
13 3 s distancia del cirro 3 al cirro S frontoventrales
14 s 13 distancia del cirro 5 frontoventral al cirro 13 transversal
15 4 6 distancia del cirro 4 al cirro 8 frontoventrales
16 ] 12 distancia del cirro 6 frontoventral al cirro 12 transversal
17 8 " distancia del cirro 8 frontoventral al cirro 11 transversal
18 9 10 distancia del cirro 9 frontoventral al cirro 10 transversal
19 1 14 distancia del cirro 1 frontoventral al cirro 14 transversal
20 2 13 distancia del cirro 2 frontoventral al cirro 13 transversal
21 7 6 distar.cia del cirrg 7 al cirro 6 frontoventrales
22 3 7 distancia del cirro 3 al cirro 7 frontoventrales
23 10 14 distancia del cirro 10 ai cirro 14 transversales
24 10 13 distancia del cirro 10 al cirro 13 transversales
25 [ 13 distancia del extremo anterior del cuerpo al cirro 13 transversal
26 C c distancia del extr. ant. del cuerpo al extr. ant. de la membr. paroral
27 A b distancia del lado der. del cuerpo al lado izq. de la membr. parorat
28 K F anchura maxima de la cavidad bucal
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Tabla 2. Resultados morfométricos de la poblacion de Fuplotes eurystomus, A
Promedio total, B = Desviacion estéandar, C = Coeficiente de Variacién,

D = Maximo-Minimo, £ = Ntim. dc especimenes medidos.

Parametros A B C D E
1 86.9235 12.0019 144.0462 133 - 59.5 100
2 142.4225 11.9273 142.2622 175-113.15 100
3 91.07778 12.04526 145.0884 133 - 66.5 45
4 137.9444 8.655905 74.92469 152.5 - 119 45
5 42.9955 8.0900 65.4484 63 - 35 100
6 78.17045 4.3090 18.5675 87.5-73 100
7 10.27 2.6290 6.9121 15.6-7.8 10
8 31.12 5.2365 27.4216 43.9-24.7 10
9 2.3 0.7056 0.498 3.5-1.3 10
10 16.36 1.3814 1.9084 17.5- 14 10
11 21.19 1.43 2.0449 23.4 - 18.2 10
12 37.69 9.0514 81.9289 63.7 - 30.9 10
13 7.67 2.9329 8.6021 15.6 -5.2 10
14 54.36 7.0295 49.4144 71.5-45.2 10
15 6.24 0.78 0.6084 7.8-5.2 10
16 46.85 7.51016 56.4025 62.4-37.4 10
17 23.6 4.416333 19.504 32.2-19.5 10
18 17.65 5.540623 30.6985 30.9 - 14.3 10
19 55.82 9.301591 86.5196 81.9-47.8 10

20 65.49 7.300884 53.3029 84.5 - 56.9 10
21 12.87 2.285191 5.2221 19.5 - 11.7 10
22 19.08 4.424884 19.5796 30.9- 13 10
23 12.09 1.748971 3.0589 16.9 - 10.4 10
24 14.3 1.3 1.69 16.9 - 13 10
25 73.84 7.708463 59.4204 94.9 - 66.3 10
26 42.73 2.564001 6.5741 47.8 - 38.7 10
27 28 3.769363 14.2081 34.8 - 24.7 10
28 39.25333 4.510487 20.34449 49 - 31.5 30
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Fig.2 Euplotes curystomus in vivo, cn contraste de fascs, con filtro

azul, 10x

Fig.3 Euplotes eurystomus in vivo cn contrastce de fasces, con {iltro azul
y sin colorante. El macromticlco (Ma y flechas) en banda y cl
micronticlco (Mi, cabeza de flecha) sc pucdce apreciar adyacentc

¥ una parte de la zona adoral de membranclas (ZADM). 40x.
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ig. T, s nus 3 ivo, cn campo obscuro, cn donde sc
Fig. 4 E. curystomus in vivo 1 R 1 le s

pucdce apreciar ¢l macronticleco (Ma y lechas), una parte de
1a zona adoral de membranclas (ZAM), vacuolas digestivas

(Vd). 40x .
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Fig.5 Euplotes curystomus on rosicion  dorsal  con  argiroma  (Ar)  tipo
144 72 I 23
-
curystomus'”, y una parte de la zona adoral de membranclas (ZAM)
preparacion argéntica de Klein, 40x.

Fig.6 Posicion ventral del organismo, mostrando la zona adoral de membranclas
(ZAMD), argiroma (A\r) y cirros caudales (Ca). T¢enica de Klcin, 40x.
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Fig.7 Microgratia electrénica de barride de Euplotes eurgstomus en posicion veutral mostrando la zona adoral de
membranclas (ZAM), posicibn de cirros: frontoventrales (FV), transversales (1) v candales (Ca).
Recubrimientn enn orn 4560X



En las Figs. 8, 9 y 10a y b se muestra la parte dorsal de E. eurystomus
donde se localizan las cinetias dorsolaterales cuyo namero va de ocho a 10.
El nimero de cilios de las cinetias centrales va de 19-24. En 1la Fig. 10b se
pueden observar las fosas ciliares por donde emerge el cilio anterior de
cada cinétida. El peristoma constituye el aparato bucal localizado en la
region ventral, formado principalmente por la cavidad bucal, la cual se
encuentra rodeada por una zona adoral de membranelas (ZAM) muy
conspicua, extendiéndose por todo el extremo anterior en forma triangular
¥ prominentemente sigmoidal, ocupando hasta la mitad del cuerpo; cuenta
aproximadamente con 40-56 membraneclas (Figs. 1, 7 y 10a); al final de 1a
ZAM y a la derecha se encuentra una membrana paroral bien desarrollada
y abajo de ésta, se localiza el citostoma, por el cual entra el alimento

acumulindose en pequenas vacuolas digestivas.

Morfologia interna

Con la ayuda de la microscopia eclectrénica de transmision se
logré apreciar la ultraestructura de los siguientes organeclos: cilios,
cirros, mitocondrias, vacuolas digestivas, reticulo endoplasmico, vacuola
contriictil y el aparato nuclear.

La infraciliatura somatica forma parte del cortex, e incluye a los
cinetosomas y a los microtiibulos y microfibrillas asociadas a éstos. En
relacién a la ciliatura bucal cada membrancla estia formada por tres hileras
cortas de cilios, estos se encuentran recubiertos también por la membrana
plasmiitica superficial y estan constituidos por un axonema de nueve pares

de microtiibulos periféricos y dos centrales (Figs.11 y 12).
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Fig.8 Micrografia clectronica de barrido. Posicion dorsal de Euplotes

curystomus, mostrando  la parte convexa y las 8 cinctias

dorsolaterales (Ci y flechas). Recubrimicnto con oro. 780X. J



Fig.9 Micrografia clectrénica de barrido mostrando al organismo completo en posicion dorsal, en donde se aprecia su
forma convexa y las ocho cinctias dorsolaterales con sus cilios cortos v pequeiios plicgues entre estas asi como
una parte de ln zona adoral de membranelas (ZAM). 8 cinctias dorsolaterales (Ci), cilios (ci), plicgues (pl).
Recubrimicnto con oro. 3152X.



Micrografia clectronica de barrido, amplificacion dce una porcion del
una parte de la zona adoral de
las cinctias (Ci) y los

Fig.10a

mostrando

extremo anterior
las fosas ciliares (o),

membranclas (ZAM),
plicgucs (pl) entrc &éstas. Recubrimicnto de oro. 4400X.

¢ W 2 5 i "
Fig.10b Amplificacion de otra scecion de la superficie dorsal, en donde se
obscrva parte dce las cinctias (Ci) y las fosas ciliarcs (fc) con los
cilios antcriores de las cinétidas. Entre las cinctias sc aprecian los
plegamicntos pcliculares (pl). Recubrimicento con oro, 3600X.

2
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FEl citoplasma es hialino con pequefias granulaciones, numerosas
mitocondrias microtubulares de diferentes tamaifios, tipicas del género
Fuplotes localizadas abajo de 1a membrana plasmatica y estratégicamente
en aquellos lugares en donde se requiere un mayor consumo de energia,
como es €l caso de los cilios; mamerosas vacuolas digestivas, el reticulo
endoplasmico en forma de cisternas, se encuentra distribuido en la mayor
partec del citoplasma (Fig. 13); también se observaron la presencia de -
algunos endosimbiontes que por su estructura nuclear al parecer podrian
unicelulares (Fig.-14). Para el estudio del

corresponder a eucariontes
la microscopia foténica con organismos

aparato nuclear se utilizé
procesados con la técnica argéntica de protargol con la cual se destacéd
el macronticleo en banda con forma de 3 y/o C invertida abarcando todo
el cuerpo del ciliado; éste es poliploide y reticulado, presenta una
envoltura nuclear de doble membrana, ya que contiene una gran cantidad
de cromatina en grumos y/o compacta, asi como también numerosos
nucleolos y particulas ribonucleoproteicas. Antes de la division
macronuclear aparecen las bandas de replicacién en los extremos del
macromticlec, las cuales se mueven hacia €l centro, estas bandas estdan
involucradas en la sintesis del ADN, histonas y posiblemente otras
proteinas. En la Fig. 18 se puede observar perfectamente en un corte
longitudinal el paso de la banda de replicacion, la cromatina compacta, la
envoltura nuclear y los nucleolos, los cuales algunos tienen el centro claro.
Presenta un microniicleo compacto adyacente al macronticleo en la zona
anterior derecha (Fig.15 y 16) y 1la vacuola contriictil se localiza cerca de

los cirros transversales (Fig.17).
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Fig.11 Cortc longitudinal dc las membranclas de 1la zona adoral de E. eurystomus
en donde sc obscrvan las tres hileras de cilios que conforman cada
membrancla; la membrana plasmatica (MP), cl axonema constituido por
dos microtiibulos centrales (Mce) y los nueve microtiibulos periféricos
AMp), mitocondrias (mi). Contraste Ur-Pb, 40000X.




Fig.12 Micrografia electrémnica de transmisiéon. En donde sc obscrvan dos
diferentes cortes de cilios, uno en sentido longitudinal (extremo inferior
izquierdo) y el otro en sentido transversal (extremo superior derecho).
Vacuola contrictil (Ve), mitocondria (mi), membrana plasmaditica (MP),
microtiibulos centrales (Mc), microtiibulos pecriféricos (Mp), en corte
transversal de cilios (a) y corte longitudinal (b) del cilio. Contraste Ur-Pb,
25000X.

26



Fig.13 Micrografia clecctréomica de transmision, mucstra a FEuplotes eurystomus
casi complcto ecn un corte longitudinal, apreciandose €l macronticleo con
la banda dc replicacion (BR), la envoltura nuclcar (EN), nucleolos (Nu),
cromatina compacta (Cc), mitocondrias (mi), rcticulo endoplasmico (Re),
vacuola contractil (Ve) y vacuola digestiva (Vd), membrana plasmditica
OMP) y cirro (Cr). Contraste con uranilo-plomo, 7500X .



Fig.14 Micrografia clectréonica de transmision. Corte transversal de Euplotes
eurystomus, mostrando cilios (ci), mitocondrias (mi), membrana
plasmaditica (MP) y endosimbiontes (End). Contraste con Ur-Pb, 11934X



Fig.15 Euplotes curysitomus con ¢l macromicleo (Ma) en banda en forma de
3, zona adoral de membranclas (ZAM), cirros: frontoventrales (Fv),
transversales () y caudales (Ca) cn preparacion argéntica de

protargol. 40x.

Fig.16 Otro tipo dc macronticlco (Ma) en forma de C invertida, zona adoral
dc mcecmbranclas (ZAM), cirros: frontoventrales (Fv), transversales

(D) y caudales (Ca) dc E. eurystomus, protargol, 40x.
e
s B
ot A\
p W
S\
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Fig.17 Micrografia clectronica de transmision. Corte transversal del ciliado casi
complecto. Nicleco (N), cromatina compacta (Cc), envoltura nuclcar (EN),
vacuolas digestivas (Vd), vacuola contriactil (Ve) y mitocondria (mi),
reticulo endoplasmico (Re) v la membrana plasmaética (MP). Contraste

Ur-Pb, 12500X.
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DISCUSION

Las descripciones morfolégicas han sido 1a base para la clasificacion de
las especies de ciliados, debido a que el criterio de aislamiento
reproductivo es muy problematico y dificil de utilizar en este grupo, como

en los protozoos en general.

En este trabajo se muestran y describen las caracteristicas corticales y
ultraestructurales del ciliado hipotrico Euplotes eurystomus, que con las
técnicas argénticas utilizadas para microscopia foténica permitieron
destacar el argiroma dorsal, cinetias dorsolaterales (técnica de Klein), el
aparato nuclear, distribuciéon de cirros y la zona adoral de membranelas
(técnica de protargol), caracteres tradicionalmente empleados para la

determinacion de las especies del género Euplotes.

Los resultados obtenidos en este estudio, presentan una similitad
con los de ciertos autores, (Tuffrau 1960; Curds 1975; Hill y Reilly, 1976 y
Foissner et al. 1991) en especial en determinadas caracteristicas
estructurales del ciliado (Tabla 8), como el niimero de cirros
frontoventrales, tranversales y caudales asi como en lo referente al namero
de cinetias dorsolaterales. La mayor diferencia se observa en el ntimero de
membranelas consideradas por Curds (1975) y en la variabilidad del

macronticleo.

31



Tabla 8. Algunos de los caracteres tomados en cuenta para la identificaciéon
de Euplotes eurystomus por varios autores.

Tamafio en pm 105-160 sin| 400 - 160 x 140 - 180 x 140 - 230 | 113.18 178

(longitud x anchura) medicién de 40 - 90 85 - 135 x 89.6 - 133 -
anchura . ;

Cinetias dorsolaterales 8 10 9-11 10 8 -10

Cirros frontoventrales [ - ) [+ [}

C. Transversales 5 5 S 5 [ 3

C. Caudales 4 4 4 4 Y B

No. de Membranelas - 50 - 65 45 - 55 -

3 3 ,] S % cita los
aparatos
Forma de £
- : s nucleares
macronucleo L \ de los
autores
anteriores

Jones y Gates ((1994) senalan que los criterios morfolégicos
tradicionales utilizados por la mayoria de los investigadores no son
suficientes para distinguir claramente las especies, por lo que sugicren la
cuantificacion del mayor niimero de caracteristicas morfolégicas asi como
su anAlisis estadistico. En €l presente trabajo se tomé en consideracién lo
pPropucsto por cstos autores en lo referente a la cuantificaciéon de los
caracteres taxondémicos, con el propésito de hacer una descripcién mas
precisa de esta poblacion de Euplotes eurystomus, no obstante debido a
que la cantidad de microorganismos en preparaciones permanentes no fue
una cantidad representativa estadisticamente para poder interpretar los
resultados de las mediciones obtenidas, ya que de estas mediciones son
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solo en su mayoria en cantidad de 10 individuos, 1o cual no se puede tratar
estadisticamente, aunque esto se puede aplicar y mejorar para estudios a
futuro. Las mediciones in vivo (que fue de 100 individuos), de anchura y
longitud en €l intervalo de méaximo y minimo es muy amplio encontriandose

que solo con Hill y Reilly (1976) en la tabla 8, es similar el intervalo que el
presenta.

En las micrografias electréonicas de barrido, se pudieron observar las
estructuras corticales, las rugosidades superficiales, asi como la posicién
de cirros y la ZAM de E. eurystomus que coincide con la descripcién de
Ruffolo (1976a). Adicionalmente este autor menciona que cada cinétida
consta de dos cinetosomas, uno anterior y otro posterior; €l primero lleva
el cilio y contiene una red de particulas polarizadas conocidas como
lasiosomas y €l cinctosoma posterior lleva un corto condilocilio en forma de
una prominencia y tieme ademas una fibra estriada, esta parte de la
cinétida no fue observada debido a que los cortes realizados para la
microscopia €lectrénica de transmision no coincidieron en este lugar

especifico.
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CONCLUSIONES

La especie determinada por técnicas argénticas de Klein y protargol
fue Euplotes eurystomus Wrzesniowski, 1870.

La utilizacion de las técnicas de microscopia electrénica de
transmision y de barrido, fueron las adecuadas para la demostracion
de la ultraestructura interna y externa para este tipo de ciliado.

Se realizé por primera vez en México un estudio morfométrico de

Euplotes eurystomus tomando en consideracién lo propuesto por
Jones and Gates (1994).

Es uno de los primeros estudios de ciliados en México empleando
una herramienta de estudio tan importante como lo es la microscopia
electrénica de transmisiéon y de barrido.
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