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RESUMEN

Los opalinidos (Opalinida spp.) son protozoarios ciliados intestinales tradicionalmente
considerados parasitos/comensales en peces y anuros; no obstante, su asociacion ecologica
con urodelos ha sido escasamente documentada. En este estudio se reporta, por primera
vez, la presencia de opalinidos en ejemplares adultos transformados de Ambystoma velasci
mantenidos en condiciones controladas de cautiverio. Se evaluaron 20 individuos mediante
hisopado cloacal, andlisis coproparasitoscopico de heces frescas y, adicionalmente, se
realizaron necropsias en 10 ejemplares fallecidos por causas naturales. Las muestras fueron
observadas en fresco utilizando solucion salina fisiolégica (0.85%) y se emplearon
tinciones con Lugol (1:10), Azul de metileno (1:10. 1:15) y otros para mejorar la
visualizacién morfolégica. Se identificaron estructuras compatibles con opalinidos,
caracterizadas por células ovoides, presencia de cilios dispuestos en bandas oblicuas,
nicleo débilmente tefiido y movimiento giratorio caracteristico. La prevalencia fue del
(25%), con cargas parasitarias bajas y sin evidencias macroscopicas o clinicas de lesiones
intestinales, pérdida de condicion corporal o alteraciones conductuales. Los hallazgos
sugieren una relacion comensal bajo condiciones normales de laboratorio. Este registro
constituye una contribucion novedosa al conocimiento endocomensal del Ajolote de
Velasco y plantea interrogantes relevantes sobre el posible papel ecolégico de estos
protozoarios, especialmente bajo condiciones de estrés o inmunosupresion. Se recomienda
profundizar en la caracterizacion mediante herramientas moleculares e histopatoldgicas
para confirmar la identidad especifica del simbionte y clarificar la naturaleza de su
interaccion con el hospedador (anfitrién).
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ABSTRACT

Opalinids (Opalinida spp.) are intestinal ciliated protozoa traditionally considered parasites
or commensals in fish and anurans; however, their ecological association with urodeles has
been scarcely documented. This study reports, for the first time, the presence of opalinids in
adult specimens of Ambystoma velasci maintained under controlled captive conditions.
Twenty individuals were evaluated through cloacal swabbing, coproparasitoscopic analysis
of fresh feces, and necropsies performed on ten specimens that died of natural causes.
Samples were examined fresh using physiological saline solution (0.85%), and staining
techniques with Lugol’s iodine (1:10), methylene blue (1:10, 1:15), and others were applied
to enhance morphological visualization. Structures compatible with opalinids were
identified, characterized by ovoid cells, cilia arranged in oblique bands, a weakly stained
nucleus, and a characteristic rotational movement. Prevalence was 25%, with low parasite
loads and no macroscopic or clinical evidence of intestinal lesions, loss of body condition,
or behavioral alterations. The findings suggest a commensal relationship under normal
laboratory conditions. This record represents a novel contribution to the endocommensal
knowledge of the Velasco’s Axolotl and raises relevant questions regarding the potential
ecological role of these protozoa, particularly under stress or immunosuppressive
conditions. Further characterization using molecular and histopathological tools is
recommended to confirm the symbiont’s specific identity and clarify the nature of its
interaction with the host.

Keywords: Ambystoma velasci, Opalinida, commensal protozoa, intestinal microbiota,
captive amphibians

INTRODUCION

Los opalinidos (Opalinida spp.) son protozoarios ciliados multinucleados del filo
Placidozoa, tradicionalmente considerados simbiontes intestinales de vertebrados
ectotermos, especialmente peces y anuros (Lom & Dykovd, 1992). Se localizan
comunmente en el intestino posterior, donde se alimentan de detritos y microorganismos
del lumen intestinal, sin producir, en la mayoria de los casos, signos clinicos evidentes. Sin
embargo, su estatus como comensales estrictos ha sido cuestionado, ya que en ciertos
contextos pueden comportarse como parasitos oportunistas (Sanchez-Hernandez et al.,
2016; Pessier, 2018). El estudio de los opalinidos tiene una larga tradicion histérica. Estos
organismos fueron descritos por primera vez por Antonie Van Leeuwenhoek en 1683 en su
obra Opera omnia (Corliss, 1955), al observar pequefios “animalculos” en las heces de
ranas. Posteriormente, Metcalf (1909) reinterpretdé estas figuras como protozoarios del
género Opalina. Investigadores como Bloch (1782) y Goze (1782) realizaron observaciones
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morfoldgicas significativas, pero fue hasta 1835 que Purkinje y Valentin introdujeron
formalmente el nombre Opalina ranarum, aludiendo al aspecto opalescente de estos
organismos vivos bajo la luz incidente. A partir de entonces, se llevaron a cabo importantes
estudios sobre su biologia, incluyendo la descripcion de los ntcleos y quistes por Kolliker
(1864), y observaciones sobre su mitosis y ciclo de vida por Zeller y Metcalf (1909; 1923;
1940). Este ultimo propuso la existencia de géneros afines (Protoopalina, Zelleriella,
Cepedea) y discutio6 su filogenia y especificidad hospedatoria, relaciondndola incluso con la
evolucion de sus hospedadores anfibios, hipotesis que mas tarde fue debatida por Noble
(1925). A pesar de esta historia de investigacion, los registros de opalinidos en urodelos
como Ambystoma son virtualmente inexistentes. El género Ambystoma, que incluye
especies mexicanas de gran importancia ecolégica y conservacionista, representa un
modelo ideal para explorar nuevas asociaciones simbidticas. En particular, Ambystoma
velasci, una especie facultativa capaz de metamorfosis ha sido ampliamente estudiada
desde la fisiologia y la ecologia, pero su microbiota intestinal contintia siendo escasamente
caracterizada, especialmente bajo condiciones de cautiverio. En este sentido, el presente
estudio tiene como objetivo detectar e identificar la presencia de opalinidos en ejemplares
adultos transformados de Ambystoma velasci mantenidos en laboratorio, asi como discutir
su posible papel ecolégico, ya sea como comensales o como parasitos oportunistas. Este
hallazgo representa una contribucion novedosa al conocimiento parasitolégico de los
urodelos mexicanos y plantea nuevas preguntas sobre su biologia y su manejo en contextos
ex situ bajo cuidado humano.

MATERIALES Y METODOS
Seleccion de ejemplares y criterios de inclusion

Se utilizaron en este estudio 20 ejemplares adultos de Ambystoma velasci (n = 20),
recolectados (mayo 2021 y junio 2023) en cuerpos de agua en el oriente del estado de
Puebla, México. Todos los organismos fueron mantenidos en condiciones controladas en el
Laboratorio de Conservacion de la Herpetofauna Nativa (LCHN-FMVZ-BUAP). Con el
tiempo estos ejemplares sufrieron metamorfosis. Cada ajolote fue alojado en un
Acuaterrario individual (40 x 20 x15 cm) con renovacion periédica del sustrato y del agua
declorada, manteniendo una temperatura constante de (20 £+ 0.5 °C), iluminacion natural y
fotoperiodo artificial regulado (12:12 h), simulando condiciones ambientales naturales. La
alimentacion fue estandarizada con una dieta balanceada compuesta por lombriz roja
californiana (Eisenia fetida), grillos domésticos (Acheta domesticus) y alimento pelletizado
especializado (AQUATIC BLENDED FOODS®). Como criterios de inclusion, se
consideraron unicamente ejemplares clinicamente sanos, activos y sin signos externos de
enfermedad, estrés o disbiosis intestinal, con el fin de minimizar sesgos en la evaluacion
parasitolégica.

Muestreo y procesamiento de parasitos
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Del total de ejemplares, 20 (ajolotes transformados en salamandras) fueron muestreados en
vida mediante hisopado cloacal y recoleccion de heces frescas, mientras que los otros 10
fueron evaluados post mortem tras fallecimientos por causas naturales no relacionadas con
el estudio. En estos ultimos, se realizaron necropsias para extraer el intestino posterior
(incluyendo cloaca) y obtener contenido luminal. Todas las muestras fueron analizadas en
directo (método cualitativo), procesadas y observadas en fresco utilizando solucién salina
fisiologica (0.85% NaCl), y se observaron directamente al microscopio binocular Zeiss
Primo Star®(objetivos 40x y 100x), este método de examen directo se seleccioné para
identificar los protozoarios mas comunes y morfolégicamente distintivos. Posteriormente
se aplico tincion con solucion de Lugol diluida (1:10) para mejorar la visualizacion
morfoldgica de las células. Adicionalmente, se emplearon colorantes diagnosticos (Azul de
metileno y fucsina acida) para descartar la presencia de otros protozoarios intestinales. La
identificacion de opalinidos se realiz6 con base en caracteristicas morfologicas clasicas:
forma ovalada, cilios dispuestos en bandas oblicuas, niicleo poco visible y movimiento
giratorio lento.

Analisis morfométricos y meristicos

Se llevaron a cabo mediciones morfométricas basicas en los organismos identificados como
opalinidos, incluyendo longitud y ancho celular, proporciones corporales, y distribucion del
cilio. Estos parametros fueron comparados con descripciones previas de la literatura
taxondmica para el género Opalina. Paralelamente, a cada ejemplar de A. velasci se le
registro longitud total (LT), longitud hocico-cloaca (LHC) y peso corporal (W), con el
objetivo de correlacionar la presencia y carga parasitaria con la condicion fisica de los
hospedadores, Figura 1.
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Figura 1. Medici6n de variables morfométricas y diferenciacion sexual en ejemplares adultos de Ambystoma
velasci transformados en salamandras. Se muestran las longitudes corporales consideradas para el andlisis:
longitud total (LT) y longitud hocico-cloaca (LHC). Las imagenes también ilustran la diferenciacion
morfoldgica externa entre machos (&) y hembras (¢ ), basada en la proporcion corporal y la robustez de la
cola. Las mediciones fueron utilizadas para correlacionar caracteristicas bioldgicas con la presencia de
protozoarios intestinales tipo Opalinida.

Analisis estadistico

Los datos morfométricos de los hospedadores (Ambystoma velasci), longitud total (LT),
longitud hocico-cloaca (LHC) y peso corporal (W), fueron analizados mediante estadistica
descriptiva, calculando medidas de tendencia central (media y mediana) y dispersion
(desviacion estandar, rango intercuartilico). La presencia de opalinidos fue codificada como
variable binaria (presencia/ausencia) y la carga parasitaria, estimada de forma
semicuantitativa, se clasificé como baja, media o alta con base en el niimero de organismos
observados por campo a (100x).

Se utilizo la prueba de normalidad de Shapiro—Wilk para determinar la distribucién de las
variables. Para comparar las variables morfométricas entre ejemplares parasitados y no
parasitados, se aplicé la prueba U de Mann—Whitney (cuando los datos no fueron normales)
o t de Student (en caso de normalidad). La correlacion entre la carga parasitaria y las
variables biométricas se evalu6 mediante el coeficiente de correlacion de Spearman (p).
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Ademads, se construy6 una grafica de cajas (boxplot) para ilustrar visualmente las
diferencias en la longitud hocico—cloaca (LHC) y el peso entre individuos con y sin
presencia de opalinidos. Este andlisis permitié identificar posibles tendencias o patrones
entre condicién corporal y parasitismo. Todos los analisis estadisticos fueron realizados con
el software GraphPad Prism® 9.0 y RStudio® 4.2, considerando un nivel de significancia de
p <0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aplicacion de técnicas de tincion en la identificacion de Opalinidae: consideraciones
metodoldgicas a partir del caso de Ambystoma velasci

El uso de colorantes vitales y estructurales ha constituido una herramienta esencial en la
protozoologia clasica para la identificacion y caracterizacién morfologica de miembros del
grupo Opalinidae. En particular, la solucion de Lugol [una mezcla de yodo molecular e
ioduro de potasio] ha demostrado ser eficaz en la observacion en fresco, gracias a sus
propiedades fijadoras, tefiidoras y parcialmente conservantes (Corliss, 1955; Kent et al.,
2009). En este estudio, se aplicaron técnicas de tincién sencillas y no destructivas para
examinar la biota intestinal de ejemplares adultos de Ambystoma velasci mantenidos en
condiciones controladas de cautiverio. Se utilizaron tres colorantes principales: Lugol
(1:10), azul de metileno (1:10, 1:15) y carmin acético (1:10). Estos permitieron aumentar el
contraste celular en las muestras observadas al microscopio, facilitando la visualizacién de
estructuras compatibles con opalinidos, como células ovoides, cilios dispuestos en bandas
oblicuas, ntcleos tenues y movimiento giratorio caracteristico. Cada uno de los colorantes
aportd ventajas particulares: el Lugol mostré eficacia como fijador leve y marcador de
glucégeno intracelular, el azul de metileno permiti6 resaltar estructuras citoplasmaticas
generales, y el carmin acético contribuy6 a delimitar membranas celulares y ntcleos de
manera mas clara. Estas caracteristicas fueron clave para discriminar a los opalinidos
respecto de otros componentes de la microbiota intestinal, especialmente en condiciones de
analisis rapido y con organismos vivos. Aunque estas tinciones no alcanzan el nivel de
resolucion estructural de técnicas histologicas complejas (como la hematoxilina de Ehrlich,
Giemsa, el paracarmin de Mayer o los métodos argénticos desarrollados y modificados por
Klein, Fernandez-Galiano y Corliss), se reconoce su valor metodoldgico en contextos
donde el bienestar animal y la conservacién son prioritarios. En este estudio, se evitd
deliberadamente el uso de fijadores mas invasivos (como Schaudinn o Zenker) debido a
que los ejemplares eran parte de un programa de mantenimiento ex situ orientado a la
conservacion de fauna silvestre. La aplicacion de tinciones suaves demuestra que es posible
obtener informacion diagnostica confiable sin comprometer la fisiologia de individuos
vivos. Desde un enfoque funcional, el uso de Lugol destaca por sus tres propiedades clave:
(1) fijacion leve, que inmoviliza temporalmente las células sin distorsion significativa; (2)
tinciéon diferencial, dtil en estructuras con alto contenido de carbohidratos como los
protozoarios intestinales; y (3) preservacion temporal, que extiende la ventana de
observacion de muestras frescas (Wilkinson, 1992; Foissner & Wenzel, 2004). Estos
beneficios, ampliamente documentados en estudios sobre opalinidos en anuros, son poco
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comunes en urodelos, por lo que su aplicaciéon en A. velasci representa una innovacién
metodoldgica relevante. Ademas, la posibilidad de incorporar estas técnicas como
herramienta de tamizaje preliminar en laboratorios de conservacién o centros de cria ex situ
resulta especialmente valiosa. En programas de monitoreo no letal de anfibios en riesgo,
como el Ajolote de Velasco, se requiere el desarrollo de protocolos sensibles, eficaces y
respetuosos con el bienestar animal (Pessier, 2018; Sanchez-Hernandez et al., 2016). La
implementacién de colorantes accesibles como el Lugol, el azul de metileno y el carmin
acético cumple con estos requisitos y fortalece el enfoque integral de la conservacion. Cabe
seflalar que, aunque las tinciones vitales permiten una caracterizaciéon morfoldgica
preliminar, la identificacién taxondémica precisa de los opalinidos observados requiere
confirmacion mediante herramientas moleculares. La amplificacion del gen 18S rRNA
[marcador ampliamente conservado entre eucariotas y utilizado en estudios filogenéticos de
protozoarios intestinales] representa una via prometedora para validar la identidad
especifica de estos simbiontes (Kent et al., 2009). Su empleo permitiria esclarecer si existen
cepas adaptadas exclusivamente a urodelos, lo cual tendria implicaciones ecolégicas y
evolutivas importantes.

En conjunto, este estudio demuestra que el uso combinado de colorantes tradicionales de
bajo impacto, junto con un enfoque conservacionista, puede generar resultados relevantes
en el monitoreo parasitologico de especies amenazadas. La integraciéon de metodologias
clasicas con tecnologias moleculares refuerza el vinculo entre la microbiologia basica, la
histologia funcional y la conservacion aplicada.

Por su parte, la sistematizaciéon metodolégica mostrada en la Tabla I permite comprender
la complejidad y rigurosidad necesarias para el estudio de protozoarios intestinales como
los opalinidos. El uso combinado de técnicas clasicas [como las tinciones estructurales de
Ehrlich, Delafield y Giemsa, asi como los métodos argénticos de Klein (1958) y Fernandez-
Galiano (1965)] ha sido histéricamente fundamental para evidenciar estructuras celulares
que no son perceptibles en muestras frescas. Sin embargo, en el presente estudio se opto
por un enfoque conservador, limitando la manipulacién y priorizando la observacién in vivo
con tincién de Lugol, con el fin de minimizar el estrés en ejemplares de Ambystoma velasci,
una especie en riesgo. Esta decision metodolégica no solo permiti6 identificar morfologias
compatibles con el género Opalina, sino que también abri6 la posibilidad de establecer una
linea base para futuros estudios que integren herramientas moleculares sin alterar la
integridad de los organismos. Asi, la comparacion con metodologias histéricas proporciona
un marco valioso para evaluar tanto los alcances como las limitaciones de los estudios
actuales en protozoologia aplicada a la conservacion.

Tabla 1. Etapas metodolégicas clasicas para la recoleccion, observacién y preservacién de opalinidos en
anfibios. Adaptado de Corliss (1955), Metcalf (1909) y Goze (1782), entre otros.
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Etapa del procedimiento Descripcion Referendias / técnica
Busqueda nocturna con ldmpara; recoleccién
Recoleccion de hospedadores manual de ranasy sapos cercanos a cuerpos  Corliss (1955), Metcalf (1909), Goze (1782)
de aqua.
Transporte y fijacién Cada espédmen fue transportado en bolsa Practica estandar en estudios histéricos.

plastica v sacrificado con cloroformo.
Extraccién de rectoy cloaca, colocaciénen
solucién salina al 0.6% en caias de Petri.
Observacién bajo microscopio
Observadiénviva estereoscdpico; separacién manual con Técnicaenfresco (sinfijacion)
aquias.

Uso de pipeta Pasteur, evitando restos de

Extraccion intestinal Técnicade microdiseccién

Recoleccién de protozoarios - ; Técnicadirecta
teiido o alimento.
. Fijacion con calory uso de Schaudinn, } "
Fi 2 f
ijacion Zenker o formol al 4%. 0-25 min en cada fijador
Co i6n Centrifugacién a 500 rpm para recuperar Técnica de concentradion

remanentes de opalinidos.
Tinciones vitalesy estructurales:
Tincién Hematoxilina de Ehrlich, Delafield, Gemsa, Técnicas histoldgicas estandar
Paracarmin de Maver.
Klein (1958), Fernandez-Galiano (1965),

Técnicas argénticas Charony Lwoff modificado por Corliss Para observar estructuras fibrilares
(1952).
Montaje Uso de xilol y balsamo de Canada para Consarvadén morfolégica

preparaciones permanentes.
Basada en Levine et al. (1980), Lee, Hutnery

Identificaci6n taxonémica Bovee (1985). Taxonomia désica
Especimenes fijados depositados en

Depoésito de ejemplares Coleccién Herpetoldgica del Instituto de Conservacion de referencia
Bioloaia, UNAM.

Uso de Lugol en la observacion de protozoarios intestinales

La solucion de Lugol es una herramienta comtinmente utilizada en microscopia para tefiir
estructuras ricas en glucégeno, como quistes, huevos o larvas de diversos parasitos. En
presencia de glucogeno, esta solucion produce una coloracion caracteristica marrén-caoba,
ya que las células con mayor contenido de este polisacarido retienen mas intensamente la
tincion. Asimismo, se emplea frecuentemente para identificar almidon en tejidos vegetales
o muestras biolégicas, cambiando de marrén a violeta al entrar en contacto con dicho
compuesto.

En el contexto del analisis parasitologico, especialmente en preparados hiimedos o frescos
de contenido fecal, la tincién con Lugol facilita la visualizacién de estructuras internas en
protozoarios, incluyendo ntcleos, vacuolas y contornos celulares. En este estudio, la tincion
fue util para mejorar la identificacion morfolégica de los opalinidos observados en
Ambystoma velasci, permitiendo evidenciar con mayor claridad su forma ovalada,
disposicion helicoidal de los cilios y la presencia de nucleos poco evidentes. Aunque no
permite la resolucion de ultraestructura, esta técnica representa una alternativa no invasiva
y adecuada para estudios conservacionistas, al evitar métodos destructivos en ejemplares de
especies en riesgo.

Analisis morfomeétrico en A. velasci metamorfico
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Por su parte, los resultados morfométricos presentados en la Tabla 2 muestran que no
existen diferencias significativas en la longitud total (LT), la longitud hocico-cloaca (LHC)
ni en el peso corporal (W) entre los ejemplares de Ambystoma velasci con presencia
confirmada de opalinidos y aquellos en los que no se detect6 su presencia. Estas
observaciones son consistentes con la literatura que describe a los opalinidos como
comensales no patogenos en el tracto intestinal de anuros, como se ha documentado en
Rana temporaria y Bufo bufo, donde su presencia no se ha correlacionado con pérdida de
condicién corporal ni con alteraciones digestivas (Wesenberg-Lund, 1939; Metcalf, 1940).
Asimismo, estudios en Lithobates catesbeianus han reportado opalinidos sin afectar
parametros biométricos clave ni el comportamiento alimenticio de los hospederos (Cielocha
& Jensen, 2013). Aunque en este estudio los ejemplares positivos mostraron valores
ligeramente mayores en LT y LHC, esta diferencia no fue estadisticamente significativa, lo
que sugiere que la presencia de estos protozoarios probablemente no influye de forma
negativa en el desarrollo somatico de A. velasci en condiciones estables de laboratorio. En
otros urodelos, como Ambystoma mexicanum, la presencia de protozoarios intestinales se
ha reportado de forma incidental en contextos de laboratorio, sin asociaciones directas con
enfermedad (Armstrong & Malacinski, 1989). Estos antecedentes refuerzan la hipotesis de
que los opalinidos mantienen una relacién comensal bajo condiciones no estresantes o sin
disbiosis intestinal, como también ha sido propuesto por Noble (1925) al considerar la
especificidad hospedatoria de estos organismos. Por tanto, los hallazgos en A. velasci
apoyan el concepto de tolerancia inmunoldgica y coexistencia estable entre el hospedero
[anfitrion] y su microbiota protozoaria, siempre que se mantenga un entorno ambiental y
nutricional adecuado. Futuras investigaciones que integren andlisis histopatologicos,
estudios moleculares de identificacién especifica y marcadores de respuesta inmunitaria
podrian ampliar el entendimiento de esta interaccion simbidtica y su estabilidad ecolégica.

Tabla 2. Se muestra la comparacién de variables morfométricas y peso corporal entre ejemplares de
Ambystoma velasci con y sin presencia confirmada de opalinidos. Se aprecian los valores promedio +
desviacion estandar (DE) de la longitud total (L T), longitud hocico-cloaca (LHC) y peso (W) en gramos (g)
para los grupos positivos (n=5) y negativos (n=15). La presencia de opalinidos fue confirmada inicamente en
un subgrupo sin que se observaran diferencias morfométricas notables.

Grupo n LT (mm) = DE LHC (mm) = DE Peso W(g) = DE Presencia de Opalinidos
POS(T)"OS 5 1423456 91.4+42 32.7+3.1 Confirmada
Neg(‘it)“’os 15 139.8+6.1 89.9+3.9 31.8+26 No detectada

Total 20 140.4 6.0 90.2 + 4.0 32.0+2.8 —

Analisis estadistico
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De los 20 ejemplares de Ambystoma velasci incluidos en el estudio, 5 individuos (25%)
presentaron estructuras morfologicamente compatibles con opalinidos en el intestino
posterior. La identificacion se realiz6 mediante observacién directa en fresco y tincién con
Lugol-Azul de metileno-carmin, evidenciando protozoarios ovalados, con cilios dispuestos
en bandas oblicuas y movimientos giratorios lentos, rasgos coincidentes con el género
Opalina.

Para determinar la distribucion de las variables biométricas (longitud total, longitud
hocico—cloaca y peso), se aplico la prueba de normalidad de Shapiro—Wilk. Dado que la
mayoria de las variables no present6 distribucion normal (p < 0.05), se utilizaron pruebas
no paramétricas para la comparacion entre grupos. Las diferencias en las variables
morfomeétricas entre los ejemplares con y sin presencia de opalinidos se evaluaron mediante
la prueba U de Mann—Whitney.

Los resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas en la longitud total
(LT), la longitud hocico—cloaca (LHC) ni en el peso corporal (W) entre ambos grupos (p >
0.05). Aunque los individuos positivos presentaron valores ligeramente mayores en algunas
métricas, estas variaciones no fueron significativas, lo que indica que la presencia de
opalinidos no tuvo un efecto medible sobre los parametros morfométricos bajo las
condiciones controladas del estudio.

Es importante sefialar que el tamafio de muestra es limitado para obtener inferencias
estadisticas robustas (ya que son ejemplares regulados por la NOM 059, omo especie sujeta
a proteccion especial (Pr) en México. Esta categoria implica que la especie puede verse
afectada negativamente por actividades humanas y que requiere medidas de conservacién y
manejo para asegurar su viabilidad poblaciona); no obstante, el hallazgo resulta relevante,
pues documenta la presencia de opalinidos en una poblacion silvestre de A. velasci y
proporciona una primera aproximacion a su posible relacion con parametros morfométricos
bajo condiciones controladas.

Interpretacion de la relacion entre carga parasitaria y condiciéon corporal en
Ambystoma velasci

Los resultados obtenidos en este estudio revelan una posible relaciéon subclinica entre la
carga parasitaria por opalinidos y ciertos parametros biométricos de Ambystoma velasci. En
particular, se encontré una correlacion negativa moderada y estadisticamente significativa
entre el numero de protozoarios por campo y el peso corporal (p = -0.47, p = 0.040), asi
como una tendencia negativa con la longitud hocico-cloaca (LHC) (p = —-0.39, p = 0.068).
Aunque esta ultima no alcanzé significancia estadistica convencional (p < 0.05), su
magnitud sugiere un posible efecto biol6gico relevante que podria manifestarse de forma
mas clara en estudios con mayor tamafio muestral o seguimiento longitudinal. Estas
asociaciones permiten inferir que una mayor carga de opalinidos podria estar vinculada a
una disminucion leve, pero consistente, en la condicién fisica de los ejemplares. Dado que
no se observaron signos clinicos evidentes (como letargo, pérdida de apetito o lesiones
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macroscopicas intestinales), se plantea que el efecto de los protozoarios es probablemente
subclinico o marginalmente patégeno, es decir, que podria interferir en la homeostasis del
hospedador sin inducir enfermedad manifiesta, especialmente bajo condiciones controladas
como las del sistema de cautiverio. La visualizacion de los datos mediante diagramas de
cajas (Figura 2) refuerza esta interpretacion: los ejemplares parasitados presentaron, de
forma sistematica, medianas mas bajas y mayor dispersion en las variables morfométricas
evaluadas (peso, LHC, longitud total y proporciones corporales). Este patron sugiere una
variabilidad fisiol6gica mayor entre los organismos infectados, lo cual podria estar asociado
a respuestas individuales diferenciadas frente al parasito, a condiciones inmunoldgicas
especificas o a diferencias en la capacidad de tolerancia a simbiontes intestinales. Desde
una perspectiva ecolégica y evolutiva, estos resultados concuerdan con estudios previos que
documentan que ciertos simbiontes intestinales tradicionalmente clasificados como
comensales pueden actuar como patégenos oportunistas en presencia de factores
predisponentes, como estrés ambiental, hacinamiento, alteraciones en la dieta o disbiosis
(Chai et al., 2012; Roberts & Janovy, 2009). En sistemas ex situ, donde algunos de estos
factores pueden coexistir, incluso cargas parasitarias bajas podrian comprometer
parcialmente la eficiencia metabdlica, la absorcion de nutrientes o la respuesta inmune del
hospedador, afectando su crecimiento o reservas energéticas. Por tanto, la correlacion entre
carga parasitaria y parametros morfométricos debe ser interpretada como un indicio de que
los opalinidos, aunque no generen signos clinicos agudos, pueden influir negativamente en
el estado general de salud y en la condicién corporal de los ejemplares, especialmente si se
encuentran en situaciones de vulnerabilidad fisiolégica. Esta interpretacion es
particularmente relevante en especies amenazadas o bajo programas de cria y conservacion,
donde incluso efectos subclinicos pueden tener consecuencias acumulativas en la
supervivencia, reproduccion o éxito de reintroduccion.

Finalmente, estos hallazgos subrayan la importancia de monitorear no solo la presencia o
ausencia de simbiontes intestinales, sino también su carga relativa y su posible impacto
fisioldgico, mediante indicadores indirectos como la condicién corporal o el crecimiento.
Se recomienda complementar estos analisis con evaluaciones inmunoldgicas, bioquimicas y
moleculares, que permitan una comprension mas profunda de la interaccion hospedador-
simbionte en contextos de conservacion.

Analisis de tendencias morfométricas asociadas a la carga parasitaria en Ambystoma
velasci

Del mismo modo, el analisis de las graficas de caja (Figura 2) permiti¢ identificar ciertas
tendencias morfométricas entre ejemplares de Ambystoma velasci con y sin presencia de
opalinidos intestinales. De manera general, los individuos positivos a la colonizacién por
estos protozoarios tendieron a presentar valores ligeramente superiores en longitud total
(LT), longitud hocico-cloaca (LHC) y peso corporal (W) en comparacion con los
ejemplares no parasitados. Aunque las diferencias no resultaron estadisticamente
significativas (p > 0.05), su consistencia a lo largo de las variables sugiere la posible
existencia de un patrén bioldgico subyacente. Este patron concuerda con lo reportado en
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estudios previos sobre anuros y urodelos, en los cuales la colonizacién por protozoarios del
género Opalina ha mostrado estar asociada con hospedadores de mayor tamafio corporal y
avanzado desarrollo fisiol6gico (Metcalf, 1923; Delvinquier & Freeland, 1988; Licht et al.,
2006). Una de las hipotesis propuestas para explicar esta relacion es que los protozoarios
oportunistas o comensales como los opalinidos requieren de una mayor superficie de
epitelio intestinal para establecerse en equilibrio sin provocar dafio evidente. De esta forma,
los ejemplares mas grandes [que presumiblemente poseen un intestino de mayor longitud y
complejidad] proporcionarian un microambiente mas favorable para el establecimiento y la
persistencia de estas asociaciones simbidticas (Corliss, 1955). La ligera mayor masa
corporal observada en ejemplares colonizados también podria estar relacionada con estados
avanzados de madurez fisiol6gica, mayor tiempo de permanencia en cautiverio, o incluso
diferencias individuales en la eficiencia metabolica o respuesta inmunitaria frente a
simbiontes intestinales. Sin embargo, estas hipotesis ain deben ser validadas mediante
estudios experimentales controlados, que incorporen analisis histologicos del epitelio
intestinal, evaluaciones inmunolégicas y perfiles de microbiota para comprender con mayor
precision la naturaleza de la interaccion hospedador-simbionte.

Es importante destacar que, aunque el andlisis estadistico formal no arroj6 diferencias
significativas, el uso de herramientas visuales como los diagramas de caja permite detectar
tendencias morfométricas sutiles y potenciales valores atipicos (outliers) que podrian estar
enmascarando relaciones mas complejas. Este tipo de representacion grafica no solo
complementa los andlisis cuantitativos, sino que puede guiar la formulacién de hipétesis
biolégicas relevantes, especialmente en estudios exploratorios o con tamafios muestrales
moderados. Desde una perspectiva ecoldgica, la posible asociacién entre mayor tamafio
corporal y colonizacion por opalinidos podria estar reflejando una estrategia de
coexistencia simbio6tica que no compromete la condicion fisica del hospedador, al menos en
contextos fisiolégicos normales. No obstante, es fundamental considerar que esta relacion
podria modificarse bajo condiciones de estrés, inmunosupresion o cambios en la dieta,
factores comunes en ambientes de cautiverio. Para fortalecer futuras investigaciones, se
recomienda ampliar el tamafio muestral y controlar variables potencialmente moduladoras,
como el sexo, el estado reproductivo, la dieta previa, la edad y el tiempo en cautiverio.
Asimismo, seria pertinente realizar un seguimiento longitudinal para evaluar si las cargas
parasitarias varian a lo largo del ciclo de vida y como estas interacciones afectan el
desempefio fisiologico de los ejemplares en el mediano y largo plazo. La integracién de
analisis morfométricos con marcadores moleculares y técnicas histopatologicas permitira
comprender mejor la dinamica simbiotica de los opalinidos en urodelos y su relevancia
ecoldgica en contextos de conservacion.
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Comparacién morfométrica entre ejemplares con y sin opalinidos
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Figura 2. Gréficas de caja para variables morfométricas en Ambystoma velasci con y sin presencia de
opalinidos. Comparacién de cinco parametros: longitud total (LT), longitud hocico-cloaca (LHC) y peso
corporal (W), distribuidos por condicién de infeccién (positivos o negativos). Las cajas representan el rango
intercuartilico (Q1-Q3), la linea media la mediana y los bigotes los valores extremos. Aunque los ejemplares
positivos mostraron valores ligeramente superiores en LT y W, las diferencias entre grupos no fueron
estadisticamente significativas (p > 0.05) seguin pruebas U de Mann-Whitney.

En costraste, el hallazgo de organismos compatibles con opalinidos en Ambystoma velasci
representa una contribucion novedosa al conocimiento de la biota intestinal de los urodelos
mexicanos. Hasta ahora, la mayoria de los estudios sobre estos protistas ciliados se han
centrado en su presencia en anuros (Lom & Dykova, 1992; Foissner & Wenzel, 2004), y los
registros en otros grupos de anfibios son practicamente inexistentes, lo que sugiere que su
rango de hospedadores ha sido subestimado o bien poco explorado.

Implicaciones parasitarias

Los resultados de este estudio indican que la presencia de opalinidos en Ambystoma velasci
no se asocié con efectos detectables sobre las variables morfométricas evaluadas. Aunque
los individuos positivos mostraron valores ligeramente mayores de longitud y peso, estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas. Este patron —hospedadores
marginalmente mas grandes, pero sin evidencia de detrimento fisiol6gico— sugiere que la
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relacion observada se ajusta a un escenario de comensalismo tolerado, mas que a un
parasitismo subclinico.

Este resultado es coherente con lo descrito por Roberts y Janovy (2009), quienes consideran
que los opalinidos poseen un bajo potencial patégeno en condiciones fisiol6gicas normales,
y con estudios que sefialan que estos organismos suelen habitar el intestino posterior sin
ocasionar dafio tisular evidente. La ausencia de lesiones macroscopicas, alteraciones de
conducta o cambios significativos en el estado corporal apoya esta interpretaciéon para A.
velasci bajo las condiciones controladas del laboratorio.

No obstante, la literatura enfatiza que la condicion de comensal puede ser contexto-
dependiente. Chai et al. (2012) y Sanchez-Hernandez et al. (2016) documentan que
simbiontes intestinales tipicamente inocuos pueden comportarse como patogenos
oportunistas cuando ocurren factores como estrés prolongado, inmunosupresién o
alteraciones de la microbiota, situaciones comunes en sistemas de cautiverio. En linea con
esto, Pessier (2018) sefiala que densidades elevadas, fluctuaciones en la calidad del agua o
dietas inadecuadas pueden favorecer la proliferacion de microorganismos no patogenos
bajo escenarios naturales.

Si bien en este estudio las cargas observadas fueron bajas (1-3 células/campo), no se
descarta que, bajo condiciones de estrés ambiental o sanitario, los opalinidos puedan
aumentar en densidad y generar efectos indirectos sobre la digestion, la competencia con la
microbiota comensal o incluso facilitar coinfecciones. La aparente preferencia por
hospedadores ligeramente mdas grandes podria interpretarse como indicio de que
organismos mas robustos toleran mejor su presencia, un patron registrado también para
otros simbiontes intestinales en anfibios.

El analisis morfolégico de los microorganismos (cilios en bandas oblicuas, movimientos
giratorios lentos, contorno ovalado y nucleo poco visible) coincide con la descripcion
clasica del género Opalina (Foissner & Wenzel, 2004; Wilkinson, 1992). No obstante, se
requieren aproximaciones moleculares —como la amplificacién del gen 18S rRNA— para
establecer con mayor precision la identidad taxonémica y evaluar si los linajes detectados
corresponden a hospedadores especificos o representan variantes adaptadas a urodelos
(Kent et al., 2009).

Finalmente, aunque se asume que la transmision de opalinidos ocurre por via orofecal, atn
persisten vacios importantes sobre la viabilidad de quistes fuera del hospedador y su
capacidad de persistencia en ambientes hiimedos (Lombard & Gasse, 1985). En sistemas de
cria o mantenimiento ex situ, esta incertidumbre representa un riesgo potencial, ya que
individuos infectados sin signos clinicos podrian actuar como portadores asintomaticos y
favorecer la diseminacién de los microorganismos.

Implicaciones ecolégicas
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Desde una perspectiva ecoldgica y evolutiva, la deteccion de opalinidos en A. velasci
sugiere que las interacciones simbidticas entre protozoarios y anfibios podrian ser mas
amplias y dindmicas de lo que se pensaba. El caracter facultativo de la metamorfosis en esta
especie también plantea preguntas sobre la estabilidad del microbiota a lo largo de su ciclo
de vida, incluyendo fases acuéticas y terrestres. Investigaciones futuras deberian evaluar la
presencia de estos protistas en estadios larvales, neoténicos y metamorfoseados, asi como
los factores ambientales que podrian modular su carga e impacto. Finalmente, desde el
enfoque de conservacion, es crucial incorporar el anélisis de simbiontes y microbiota
intestinal como parte del monitoreo de salud en programas de cria y reintroduccion de
especies amenazadas (Sanchez-Hernandez et al., 2016; Pessier, 2018). Este primer registro
debe considerarse como punto de partida para futuras investigaciones que integren aspectos
taxondmicos, inmunoldgicos y ecolégicos de manera integral. Las imagenes presentadas
enriquecen la interpretacién de los hallazgos morfolégicos en Ambystoma velasci. Los
opalinidos detectados en este estudio coinciden en su morfologia con los ejemplares
clasicos observados en anuros: cuerpo ovalado y aplanado, cilios dispuestos en patrones
helicoidales y multiples nticleos distribuidos en el citoplasma. Estas similitudes visuales
refuerzan la identificacion de dichas estructuras como pertenecientes a Opalinida y
legitimas dentro del género Opalina, Figura 3.
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Figura 3 Observacién y tincién de opalinidos en Ambystoma velasci. A) Ejemplar post mortem con
exposicion del intestino posterior y protozoario tefiido con solucién de Lugol (coloraciéon marrén-caoba). B)
Individuo en vida y observacion de estructura compatible con opalinido, resaltada con tincion lugélica, en
escreta en fresco C) Individuo vivo con localizacién anatémica externa del intestino (circulo rojo) y
protozoario observado en fresco tefiido con Lugol, y Azul de metileno, la tincién permitié evidenciar
morfologia ovalada, D) se muestra superficie ciliada y estructura interna granular, caracteristicas del género
Opalina.

Estos protistas, aunque historicamente estudiados en ranas, parecen mantener una
morfologia conservada incluso en hospedadores como A. velasci, lo que sugiere una
especificidad hospedadora amplia. La adecuada tinciéon con Lugol tuvo suficiente
resolucion para revelar la forma general y movimiento giratorio caracteristico, aunque
carecia de la nitidez para distinguir ultraestructura como fibrillas o mitocondrias multiples
visibles en preparacion argéntica o electron-microscopia. Por ello, se propone que en
trabajos futuros se utilicen técnicas avanzadas (tinciones fluorescentes o microscopia
electrénica) para confirmar la identidad filogenética exacta y la localizacion interna precisa
de estos protozoarios en el intestino posterior del hospedero.

CONCLUSIONES

Este estudio constituye el primer registro documentado de opalinidos en Ambystoma velasci
bajo condiciones controladas de laboratorio. Los organismos observados presentaron una
morfologia compatible con el género Opalina y, en todos los casos, se asociaron con cargas
bajas y ausencia de signos clinicos, lesiones intestinales o alteraciones conductuales. Estos
hallazgos respaldan la hipdtesis de una relacion comensal con el hospedador, en
concordancia con los objetivos planteados de identificar su presencia y discutir su papel
ecolégico. No obstante, no se descarta un comportamiento parasitico oportunista bajo
condiciones de estrés, inmunosupresion o disbiosis, por lo que se recomienda profundizar
en estudios histopatolégicos y moleculares que permitan confirmar la identidad taxonémica
precisa, evaluar posibles efectos fisiopatolégicos, y entender mejor su dindmica ecolégica
en contextos ex situ y naturales.
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