Karen Bracale et al.: Abordaje Multidisciplinario para el Estudio de Amebas Testadas 87

RECYT
Afi0 21/ N° 32 / 2019 / 87-91

Descripcion morfolégica de amebas testadas del género Arcella sp.,
a través del uso de técnicas multiples

Morphological description of testate amoeba of the genus Arcella sp., Through the use

of multiple techniques

Karen Bracale’”, Roschman-Gonzélez?, Héctor Osorio-Vega'

1- Laboratorio de Patologia Celular y Molecular, Centro de Medicina Experimental, Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC), Km 11 de la Carretera Panamericana, Altos de Pipe, Edo. Miranda — Venezuela.
2- Centro de Microscopia Electronica “Dr. Mitsuo Ogura”, Facultad de Ciencias,

Universidad Central de Venezuela (UCV). Caracas - Venezuela.

* E-mail: karenbiostar@gmail.com

Resumen

En la investigacién se describe morfolégicamente amebas del género Arcella sp mediante el uso de técnicas de
cultivo, microscopia electronica de barrido (MEB), y morfometria. Para ello, se tomd una muestra de 5ul de estos
microorganismos en un medio de cultivo salino, estandarizado previamente. Al tratarse de una muestra acuosa,
se realiz6 una estandarizacion del método utilizado para observacion a través del MEB utilizando una modalidad
de bajo vacio o fuerza ambiental. En este sentido, las muestras fueron fijada con 5pl de solucion Karnovsky al
2% por 15 min y post-fijada con 5ul de solucién de tetradxido de osmio al 1% por 15 min. Posteriormente, se
tomo una muestra de la mezcla, que se coloco en una rejilla de cobre cubierta previamente con una pelicula de
nitrocelulosa y una pelicula de carbono para mayor resistencia mecanica de la rejilla, la cual se dejo secar en una
estufa a temperatura ambiente por 20 min, una vez colocada la muestra. Finalmente, se observd en un microscopio
electronico de barrido en modalidad de bajo vacio (ESEM) y a partir de las imagenes digitalizadas, se obtuvieron las
dimensiones de las caracteristicas diagndsticas de interés, con la ayuda del programa ImageTool 3.0. Los resultados
obtenidos de este estudio permitieron describir de forma general las caracteristicas diagnoésticas de un grupo de
amebas testadas pertenecientes al género Arcella sp.
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Abstract

In the research morphologically, amoebas of the genus Arcella sp are described by the use of culture techniques,
scanning electron microscopy (SEM), and morphometry. For this, a sample of 5ul of these microorganisms was
taken in a saline culture medium, previously standardized. Being an aqueous sample, a standardization of the
method used for observation through the MEB using a low vacuum mode or environmental force. In this regard,
the samples were fixed with 5ul of Karnovsky solution at 2% for 15 min and post-fixed with 5ul of 1% osmium
tetraoxide solution for 15 min. Subsequently, a sample of the mixture was taken, which was placed in a copper
grid previously covered with a nitrocellulose film and coated with a carbon film for greater mechanical strength and
allowed to dry in an oven at room temperature for 20 min, once the sample was placed. Finally, it was observed
in a scanning electron microscope in low vacuum mode (ESEM) and from the digitized images, the dimensions of
the diagnostic characteristics of interest were obtained, with the help of the ImageTool 3.0 program. The results
obtained from this study allowed to describe in a general way the diagnostic characteristics of a group of tested
amoebas belonging to the genus Arcella sp.
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Introduccién papel protagonico en el mantenimiento del flujo de energia

y el ciclaje de nutrientes de estos sistemas [2]. Dentro de este
Las amebas son un grupo amplio y heterogéneo de  grupo, se encuentran las amebas testadas, las cuales presentan

micro eucariotas que se desplazan a través de proyecciones
citoplasmaticas o pseuddpodos [1]. Las mismas habitan en
suelos humedos o ambientes acuaticos, desempeilando un

una teca calcarea que recubre la célula desnuda. Estas pueden
ser encontradas en habitats acuaticos como lagos, lagunas,
rios, cenotes y aguas subterraneas [3], [4], [5], [6]-.
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A nivel morfolégico, estas amebas presentan varias
caracteristicas que pueden ser diagnosticas en la identifica-
cion de este grupo de microorganismos: la teca rigida, que
recubre la membrana de la célula y puede estar constituida
por elementos de diversa naturaleza; el pseudostama, el
cual es una abertura en la region oral de la teca a través de
la cual la ameba interactiia con el medio circundante [7],
entre otras caracteristicas diagndsticas. Estas caracteristicas
son determinantes en la identificacion de estos microor-
ganismos y las mismas pueden variar en forma y tamaio,
lo que favorece la gran diversidad y heterogeneidad de
especies presentes en estos grupos de micro eucariontes
[8].

Ahora bien, desde hace ya varias décadas el estudio de
estos micro eucariotas de vida libre en sistemas naturales
ha tomado auge, ya que se le considera un importante
componente de la biota que mantiene los canales de regu-
lacion de los sistemas naturales, como la transformacion
y descomposicion de la energia, el mantenimiento de
sistemas ecoldgicos y como bioindicadores de procesos
de contaminacion de sistemas acuaticos [9], siendo incluso
utilizados cotidianamente en actividades de la vida diaria
de los humanos, lo que los convierte en un importante
grupo de estudio [10].

Sin embargo, la investigacion y caracterizacion de estos
microorganismos requiere redimensionar el uso de micro
técnicas en funcion de los problemas técnicos y complica-
ciones que se producen en este tipo de investigaciones [11].
En este sentido, la aplicacién de técnicas y métodos que
faciliten el estudio de estos microorganismos de forma efi-
ciente, se hace cada vez mas relevante [12]. Por tal motivo,
a través de esta investigacion, se pretende lograr describir
morfoloégicamente amebas testadas del genero Arcella sp,
a partir del uso de multiples técnicas que se espera que
faciliten y redimensionen su estudio.

Materiales y Métodos

El estudio de microeucariotas de vida libre requiere un
abordaje multidisciplinario, ya que la observacion de los
mismos en ambientes acuaticos o sistemas astaticos natura-
les (entendiendo estos ultimos como pequeiios sistemas de
agua estancadas que permiten el crecimiento de microbiota
asociada a ellos, como por ejemplo heliconias, bromelias,
etc), a través de un microscopio dptico, muchas veces
no llegan a ser suficientes para una buena descripcion,
identificacion y posterior caracterizacion del sistema. En
este sentido, se aplicaron diferentes técnicas, tales como
medios de cultivos, microscopia y morfometria, las cuales
permitieron el estudio de estos microorganismos de forma
eficiente.

Medio de cultivo: Para observar las caracteristicas
morfoldégicas de estos microorganismos, fue necesario
cultivarlos en condiciones de laboratorio. Para ello, se
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tomo una muestra de Sml de agua proveniente de sistemas
astaticos, la cual fue sembrada en un medio de cultivo
salino previamente estandarizado a pH 7 y temperatura
cercana al ambiente (20° C - 26° C).

Posteriormente, se monitore6 la abundancia de mi-
croorganismos colectando 5 pl/medio y observandolo por
técnicas de microscopia, dos veces por semana, durante un
periodo de 4 semanas. Estos datos de abundancia,fueron
reportados en concentracion (organismos/ml).

Técnicas de Microscopia: Una vez alcanzado el punto
de mayor abundancia total de microeucariotas de vida
libre en los medios de cultivos utilizados (el cual fue de
3415 organismos/ml, de los cuales 1126 organismos/ml
correspondian al grupo de los ameboides), se procedid a
realizar su observacion a través de técnicas de microscopia,
las cuales permitieron la descripcion y posteriormente la
identificacion de estos microorganismos. Para esto, se
sigui6 la metodologia planteada previamente por Bracalé
etal. [13].

Microscopia éptica: Para la observacion de microor-
ganismos por microscopia optica (MO), se tomo6 una
muestra de 5ul de medio, los cuales fueron colocados en
un portamuestra de vidrio y observados de forma directa al
microscopio optico (marca Motic — BA310 Series), reali-
zando el conteo de organismos vivos por campo observado,
realizando un barrido total de 100 campos por muestra.
Finalmnete, se realizé un registro fotografico con la camara
principal de un Huawei Ascend Y200 de 3.1 megapixeles.

Microscopia Electronica de Barrido: Para la obser-
vacion de microorganismos de una muestra acuosa por
microscopia electronica de barrido (MEB), se realiz6 una
estandarizacion del método convencional, utilizando una
modalidad de barrido de bajo vacio o fuerza ambiental
(ESEM), para la cual, se tom6 una muestra de Sul del me-
dio de cultivo, la cual fue fijada con 5ul de gluteraldehido
al 2% por 15 min y postfijada con 5ul de tetradxido de
osmio al 1% por 15 min. Una vez fijada y post-fijada la
muestra, se tomaron 5yl de la mezcla y se colocaron en
una rejilla de cobre cubierta previamente con una pelicula
de nitrocelulosa (colodién) y una pelicula de carbono.
Posteriormente, se colocaron las rejillas en una estufa a
temperatura ambiente (25-30° C) por 20 min para que la
muestra se secara y posteriormente colocarla en el micros-
copio electronico.

Finalmente, la muestra fue observada en un Microsco-
pio electronico de barrido (MEB), marca FEI Quanta 250
FEG, en modo de observacion de vacio bajo y se realizé
el registro fotografico de las muestras

Analisis Morfométrico: A partir de las imagenes digi-
talizadas obtenidas previamente con ayuda de la técnica de
microscopia electronica de barrido (MEB), se obtuvieron
las dimensiones de las caracteristicas diagndsticas de
interés de estos microorganismos, como lo son el ancho y
el largo de la circunferencia de la célula y el ancho y largo
de la circunferencia del pseudostoma. La toma de medidas
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fue realizada a través del programa ImageTool 3.0, con
un posterior analisis de los datos a través de un paquete
estadistico convencional.

Resultados y Discusion

Fueron descritos dos grupos de amebas testadas, de las
cuales se plantea una posible identificacion hasta el nivel
de género con ayuda de microscopia Optica, microscopia
electronica de barrido y el uso de material bibliografico
pertinente [8], [14], [15].

El género descrito en este estudio fue Arcella sp., el
cual es un grupo que presenta una teca circular que bordea
al pseudostoma ubicado en la region oral (Figura 1),
ademas de las caracteristicas diagnosticas de cada grupo.
Para el caso particular de las amebas de este estudio, las
tecas observadas fueron de forma circular. No obstante,
se pueden encontrar multiples formas de teca: cilindricas,
ovales, con forma de estrella, circulares, entre otras, las
cuales son caracteristicas de cada grupo.

Con ayuda de la microscopia Optica, se cuantifico una
abundancia promedio de 84(*/-3) organismos/ml a las
cuatro (4) semanas de experimentacion, cuando se repor-
taron los mayores valores de abundancia de la cinética de
crecimiento.

En lo referente a la morfometria, se obtuvo un diametro
celular promedio de 59,07 + 0,88 um. Del mismo modo, se
obtuvo el didmetro promedio del pseudostoma de 20,70 +
0,58 um y, finalmente, se reportaron medidas de la mem-
brana en la depresion del pseudostoma en la que se observo
una red de celdas en formas regulares y geométricas, las
cuales estan conformadas por hexdgonos o pentagonos, con
una dimension de lado promedio de 640 £ 40 nm.

Técnicas de Microscopia

Las amebas testadas del género Arcella sp. fueron
observadas a traves de la técnica de microscopia optica
convencional y por medio de ésta, se pudo describir su
morfologia basica e identificar algunas estructuras que son
diagnosticas en la identificacion de estos microeucariotas,
como lo es su forma (Figura 1.A), la abertura del pseu-
dostoma, la cual consiste en una abertura o boca circular
ubicada en la region oral de la celula, la cual le permite a
la ameba interactuar con su medio externo [7], asi como la
presencia de dos nucleos, como se aprecia en la Figura 1.B.

De igual forma, se apreciaron detalles de la teca, la cual
por lo general, esta compuesta de material secretado por
el mismo microeucariota. Sin embargo, puede presentar
silice, granos de polen, hifas de hongos y otros detritus
organicos presentes en el medio [16].

Para lograr una descripcion y caracterizacion mas
eficiente, se incluye el uso de técnicas de microscopia

de mayor poder de resolucion como lo es la microscopia
electronica.

Figura 1: Fotografias de microscopia Optica de amebas testadas per-
tenecientes al género Arcella sp. A. Ameba testada, que presenta su
abertura del pseudostoma. Se observan multiples puntos en el interior
de la célula, los cuales pueden corresponder con células bacterianas
ingeridas por la ameba como alimento. B. Fotografias de microscopia
oOptica de una ameba testada, la cual presenta su pseudostoma en

la region oral, asi como dos nucleos que se ubican hacia extremos
opuestos de la celula dentro de su citoplasma.

En este sentido, el microscopio electronico de barrido
(MEB) proporciona una profundidad de enfoque notable
confiriéndole a las imagenes del microscopio de barrido
su calidad tridimensional [17], lo cual es ideal para los
estudios de morfo-funcionalidad e identificacion de mi-
croorganismos presentes en micro comunidades, como las
de este estudio.

En este sentido, la observacion de estas amebas testadas
por medio de técnicas de microscopia electronica de barri-
do de bajo vacio, permitio profundizar en detalle aspectos
de la morfologia de estos microeucariotas, como la teca
(Figuras 2 y 3), la abertura del pseudostoma (Figura 2.B
y 3.A), los poros que la bordean y una red de celdas que
recubre el interior del pseudostoma (Figura 3.Ay 3.B).
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Figura 2: Micrografias de microscopia electrénica de amebas testadas
del género Arcella.sp. A. Vista frontal y posterior de dos amebas. En la
cara frontal se aprecia la depresién del pseudostoma (flecha), mientras
que en la cara posterior se aprecia la membrana del ectoplasma.

B. Vista lateral de una ameba del género Arcella, en la que se aprecia
la depresién del pseudostoma (flecha)

En la actualidad, pocos son los estudios que abordan la descripcion,
caracterizacion e identificaciéon de este tipo de microrganismos en
estos sistemas naturales.

Figura 3: Micrografias de microscopia electronica amebas testadas del
género Arcella sp. A. Vista superior de un individuo del género Arcella
en el que se aprecia la depresion del pseudostoma. (Flecha) y la teca
redonda que recubre a la célula B. Acercamiento de la zona oral que
bordea al pseudostoma (flecha). De igual manera, se observa una red
de celdas (estrella) que recubre el pseudostoma y los poros (punta de

flecha) que se encuentran alrededor de la membrana de la abertura oral.
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Es por esto que existe la necesidad de seguir ampliando
los conocmientos en torno a estos microorganismos, ya
que son grupos multidiversos y de elevada importancia
para los ambientes bentdnicos por su papel en los flujos
de energias, las tramas trdficas y la conservacion de estos
sistemas [2]. De igual manera, pueden ser utilizados como
bioindicadores de contaminacion ambiental.

Finalmente, es importante destacar que a partir de los
resultados obtenidos en este estudio, por medio del uso
de las técnicas de microscopia electronica , y el uso de
medidas morfométricas, las cuales fueron comparadas
con referencia bibliografica sobre el tema. Con base a los
resultados obtenidos y a las referencias consultadas, los
ejemplares estudiados pudieran corresponder con Arcella
discoides, sin embargo, se recomienda complementar este
estudio con el uso de técnicas moleculares que permitan
corroborar la identidad taxondmica de estas amebas.

Conclusiones

La observacion de muestras bioldgicas acuosas a través
del microscopio electrénico en modalidad de bajo de bajo
vacio y con la estandarizacion realizada a los métodos
convencionales, resulto ser til en la observacion de estos
microorganismos. No obstante, se recomiendan ensayos
posteriores que permitan mejorar la calidad de observacion
de las mismas.

El estudio de la estructura y morfologia de una comuni-
dad de micro eucariotas de vida libre de un sistema natural
se ve favorecido gracias al uso de multiples técnicas que
permitan abordar los problemas que puedan surgir del
estudio de estos microorganismos, como los medios de
cultivo y las técnicas de microscopia.

El nivel de resolucion aportado por la técnica de
microscopia electronica en la identificacion de caracteris-
ticas morfo-funcionales (diagnosticas), permitié describir
morfoléogicamente amebas testadas, que partiendo de
los resultados obtenidos y la comparacion bibliografica
realizada, se sugiere la clasificacion de Arcella sp para los
microorganismos observados en este estudio. Sin embargo,
se recomienda profundizar con métodos moleculares que
permitan constatar la veracidad de estos resultados.
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