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I. RESUMEN

Los protozoos son un grupo muy diverso que presenta una distribucién
cosmopolita debido a que pueden tolerar amplios intervalos de condiciones
ambientales. Un habitat poco estudiado han sido las cuevas, existiendo en
México en particular escasos registros, a pesar de ser un pais con un gran
numero de cavernas. El presente estudio tuvo como objetivo aumentar nuestro
conocimiento acerca de las especies de protozoos que se encuentran dentro de
una cueva, considerando ademas que dentro de ella existen diversos sustratos
donde pueden vivir. Se trabajé para ello en la cueva de los Riscos ubicada en el
estado de Querétaro y se consideraron cinco biotopos, el agua, suelo, guano y
musgo para protozoos de vida libre y los murciélagos para los protozoos
endoparasitos. Se realizaron seis recolectas en diferentes épocas del afio. En el
caso de los protozoos de vida libre se cultivaron en el laboratorio con medios
naturales y artificiales; se realizd su observacion con microscopio 6ptico, se
tomaron los datos, registros fotograficos y se realizaron las  técnicas
microgréaficas necesarias para su identificacién. Para el caso de los protozoos
endoparasitos se realizaron dos pruebas directas (frotis sanguineos y corte
histolégico de corazon) y una indirecta (hemoaglutinacion indirecta
cuantitativa) en busqueda de algun protozoo del género Trypanosoma.

Se identificaron 24 especies y 20 géneros de protozoos de vida libre
como flagelados, ciliados, amibas desnudas, amibas testadas y heliozoos,
distribuidos en los distintos sustratos, siendo el musgo el mas diverso gracias al
gran aporte energético que éste provee al ser autotrofo, aunque por esta misma
razon solo se encontrd cerca de las entradas. Los murciélagos analizados no
mostraron tener endoparasitos.

De las especies registradas, 20 son nuevos registros en cuevas para el

mundo y para México.



I1.INTRODUCCION

1. PROTOZOOS

1.1 Definicién y caracterizacion de protozoos

Corliss (1994) considera la existencia del Reino Protozoa y lo caracteriza
como organismos en general unicelulares, a veces plasmodiales o coloniales,
fagotroficos, sin color ni pared celular en el estado trofico. Presentan muy diversas
formas, desde alargados, reniformes, piriformes, estrellados, entre otras. El reino
incluye especies fotosintetizadoras (algunas mixotroficas) que tipicamente poseen
cloroplastos citosélicos con tilacoides, sin almidon y usualmente rodeados de tres
membranas. En general presentan mitocondrias tubulares, o bien,
hidrogenosomas, cuerpos de Golgi y peroxisomas. Su movimiento es por medio de
flagelos, cilios o pseuddpodos. Si presentan mastigonemas en los flagelos nunca
son rigidos ni tubulares. La mayoria son de tamafio microscopico. Muchos son de

vida libre y otros son simbiontes.

1.2 Esquemas de clasificacion

A mitad del siglo XVII Antonio Van Leeuwenhoek perfeccioné el
microscopio con el cual pudo observar por primera vez un protozoo, dandole en
ese momento el nombre de “animalculos” debido a que semejaban “pequefios
animales” (cabe recordar que en esos momentos se consideraba la existencia de
solo tres reinos: Animal, Vegetal y Mineral) (Aladro-Lubel, 2006). Leeuwenhoek

describié varias especies de protozoos, principalmente de agua dulce, siendo



Euglena el primer género del cual manda sus observaciones a la Royal Society of
London (Corliss, 2002a).

En 1820 un naturalista aleman, Georg A. Goldfuss, introdujo el término
Protozoa (primeros animales, del griego proto= primero y zoon= animal) a la
literatura cientifica como una clase de organismos dentro del Reino Animal en la
cual consideraba a los Infusoria (ciliados), Lithozoa (corales), Phytozoa (como
Cryptomonas) y Medusinae. Afios despueés, en 1845, Carl Theodor von Siebold
(también aleman) establecié un phylum de animales invertebrados igualmente
dentro del Reino Animal al que también llamé Protozoa y dentro del cual incluia las
clases Infusoria (ciliados) y Rhizopoda (amibas y foraminiferos), considerandolos
como “animales unicelulares” (Scamardella, 1999).

En 1860 el britdnico John Hogg propone y describe el Reino Protoctista (“el
reino primigenio”, del griego “creados primero”) que comprende “todas las
criaturas inferiores o los inicios primarios organicos”. Es en 1866, cuando el
aleman Ernst Haeckel propone eliminar el Reino Mineral y mantener un tercer
reino, al que denomina Protista (el primero de todos, el primordial) en el cual
agrupa a “todos los organismos de menor rango que no muestran afinidades
decisivas hacia las plantas o animales”, es decir lo que hoy llamamos protistas;
Haeckel considera este reino como el de las formas primitivas. Sin embargo en
1880, Otto Butschli considera demasiado polifilético el reino propuesto por
Haeckel y propone agrupar en el Phylum Protozoa s6lo a los organismos
unicelulares, nucleados y parecidos a animales (Scamardella, 1999). Dentro del
phylum Bitschli propone cuatro clases: Mastigophora (flagelados), Sarcodina
(amibas), Ciliophora o Infusoria (ciliados) y Sporozoa (esporozoos) (Aladro-Lubel,
2006).

De 1880 a 1980 existieron algunas tendencias de modificar este esquema de
clasificacion de Butschli. En los primeros esquemas se reconocia un solo phylum,
tendencia que domind hasta la clasificacién propuesta por Honigberg et al. (1964)
y promovida por la Society of Protozoologists. Casi veinte afios después, esta misma
sociedad promovio la clasificacion de Levine et al. (1980), la cual ya consideraba
siete phyla de protozoos. Cavalier-Smith (1993) en sus trabajos, eleva a los

Protozoa al estatus de reino.



Corliss (1994) propuso una clasificacion basada en datos morfoldgicos pero
también ultraestructurales y moleculares, pretendiendo que ésta sea amigable y
comprensible. No considera que se debe ser demasiado rigido con la monofilia de
los grupos e intenta rescatar el mayor nimero de nombres posible. Esta propuesta
se basa en gran medida en Cavalier-Smith (1993), considera al Reino Protozoa
dentro del Imperio Eukaryota y lo divide en 14 phyla.

Aflos mas tarde surgen dos propuestas con diferentes enfoques, la de
Patterson (2000) y la de Lee et al. (2000). El primero fragmenta los grupos del
sistema de Butschli y propone cuatro linajes mayores: alveolados (este grupo
incluye apicomplexos, tres géneros de flagelados, ciliados y dinoflagelados),
euglenozoa (agrupa aqui euglenoidinos, Kkinetoplastidos y diplonemidos),
opistocontes (el grupo comprende hongos verdaderos, quitridios Yy
coanoflagelados) y estramendpilos (este ensamble incluye microalgas como
crisofitas, diatomeas y sinurofitas, macroalgas pardas, oomicetes, labirintulidos,
protozoos como opalinas, bicosoécidos y ciliofridios). Por su parte Lee et al. (2000)
no buscan reflejar dentro de su clasificacién ninguna relacion evolutiva, por lo cual
solo separan los protozoos en siete grandes conjuntos: grupos relacionados con los
multicelulares (coanoflagelados, microsporidios, mixozoos Yy volvécidos),
alveolados (Apicomplexa, Colpodellidae, Ciliophora y Dinozoa), estramendpilos
(bicosoécidos, crisomonadidos, entre otros), protistas ameboides (amibas desnudas
y testadas, heliozoos, entre otros), protistas ameboides con flagelo (pelobiontes y
heteroloboseos), protistas flagelados (criptomonadidos, diplomonadidos,
euglenozoos, oximonadidos, entre otros) y otros (especies de los grupos

Haplospora y Plasmodiophora).

1.3 Ecologia

Protozoos de vida libre. El ambiente en el cual crecen y se reproducen los
protozoos es influenciado por los factores biodticos y abidticos que determinaran su
presencia y distribucion. Los factores abioticos pueden ser fisicos (luz,

temperatura, movimientos del agua) o quimicos (humedad, concentracién de



iones, pH, concentracién de gases disueltos) y son cruciales en la determinacién de
donde puede o0 no un protozoo en especifico vivir en un determinado habitat
(Hausmann y Hulsmann, 1996). Dentro de los factores fisicoquimicos mas
importantes se encuentran (en orden): un minimo de agua o humedad, salinidad,
presencia de gases disueltos (O2, CO2, H2S) y pH. Por otra parte los factores
bioticos son los recursos alimenticios, sus relaciones con los organismos
procariontes y eucariontes que los rodean (competencia, relaciones de depredador-
presa) y son de principal importancia en la determinacion de la abundancia relativa
de las poblaciones (Bamforth, 1985).

Los protozoos en general son tolerantes a un amplio intervalo de factores
ambientales fisicos y quimicos, por lo que son encontrados en una gran variedad de
hébitats y biotopos (son cosmopolitas) y no se encuentran distribuidos al azar
(Bamforth, 1985). En algunos casos se ha mostrado que ciertas especies de un
mismo género viven en distintas partes del mundo, pero en la mayoria de los casos
no hay datos confiables disponibles porque este aspecto de la ecologia de protozoos
no ha sido estudiado a detalle. Algunos protozoos viven exclusivamente en regiones
tropicales, lo que es cierto para formas de agua dulce y marina. La distribucion
mundial de algunas especies de protozoos puede explicarse debido a que existen
microhabitats similares disponibles, ademas de que hay un amplio intervalo de
mecanismos y posibilidades de distribucién (Corliss, 2002b). En el caso de los
ciliados de vida libre las especies se encuentran en todos los lugares imaginables,
muchos presentan distribucion cosmopolita y su riqueza global especifica es
relativamente baja (Finlay et al., 1998). Uno de los hébitats poco estudiados pero
gue ya cuenta con registros de la existencia de estos organismos son los ambientes
subterrédneos (Golemansky y Bonnet, 1994).

Las formas verdaderamente endémicas no son tan comunes como
generalmente se pensaba en el pasado, aunque aun se necesitan mas estudios para
poder asegurar esto con certeza. Al respecto cabe notar que los habitats donde
encontramos a los protozoos incluyen nichos que manifiestan intervalos extremos
en temperatura, oxigeno, humedad, contenido mineral, salinidad, pH, presion

atmosférica y radiacion (Corliss, 2002b).



Para encontrar protozoos en un determinado habitat se necesita que exista
al menos un poco de agua libre, sin importar si el fluido circundante es agua dulce,
marina, el fluido de un tejido u 6rgano de otro organismo o inclusive la delgada
capa de agua que cubre los granos del suelo o la superficie de las hojas como gotas
de rocio. Podemos ademas encontrarlos viviendo en temperaturas que van desde el
punto de congelacion del agua hasta mas de 40 ©C. La mayoria de los protozoos
dependen del oxigeno disuelto en el medio y no necesitan de altas concentraciones
como los metazoos debido a su tamafio microscopico y a las cortas distancias de
difusion, como resultado de esto muchas especies pueden sobrevivir en habitats
con concentraciones muy bajas de oxigeno o en ambientes totalmente anaerdbicos.
Sin embargo, la ausencia de ciertas especies en un hébitat dado no nos dice nada
acerca de sus demandas ya que se ha mostrado que numerosos ciliados tipicos de
agua dulce pueden también sobrevivir en agua de mar, si se adaptan lentamente
(Hausmann y Hilsmann, 1996).

Los protozoos juegan un importante papel en la red tréfica como
consumidores primarios, siendo los ciliados los mas abundantes fagotrofos en la
biosfera. Por su parte los flagelados, tipicamente mas pequefios pero mucho mas
abundantes que los ciliados, gracias a que la mayoria son mixotrofos en su
nutricion, pueden formar parte del plancton o del bentos. Las especies de ambos
grupos, ciliados y flagelados (y en menor medida las amibas), sirven como los
mayores descomponedores y como mediadores del reciclaje de nutrientes en los
ecosistemas (Corliss, 2002b). La distribucién de las formas sin clorofila refleja el
abastecimiento de comida (Bamforth, 1985).

El primer paso para formar una nueva biocenosis es el establecimiento de un
nuevo habitat. Las “especies pioneras” son normalmente pequefios flagelados, los
cuales son seguidos por pequefias amibas y ciliados. En el curso del establecimiento
de la biocenosis el héabitat es modificado formando nuevos nichos ecolégicos,
especialmente para los protozoos depredadores (Hausmann y Hilsmann, 1996).

Los protozoos representativos dominantes que se presentan en el suelo son
los ciliados y las amibas (desnudas y testadas). Entre los ciliados, los colpédidos,
hipotricos y prostoméatidos son de especial importancia y se alimentan

preferencialmente de amibas o células suspendidas de levaduras y esporas de



hongos. Por su parte las amibas ingieren muchos organismos que se encuentran
adheridos al sustrato. En términos de su productividad e importancia ecoldgica, las
amibas testadas y ciliados son tan importantes para el suelo como las lombrices de
tierra (Hausmann y Hulsmann, 1996).

Los protozoos pueden sobrevivir a condiciones desfavorables por medio del
enquistamiento y posterior exquistamiento en respuesta a cambios favorables en

los factores fisicoquimicos o sustancias bi6ticas del medio (Bamforth, 1985).

Protozoos endoparasitos de murciélagos. Algunas especies de
protozoos tienen su crecimiento 6ptimo a temperaturas relativamente altas por lo
que pueden vivir como endoparasitos facultativos inclusive en animales de sangre
caliente. Esta pre-adaptacion a las altas temperaturas es uno de los prerequisitos
para que un protozoo sobreviva y se desarrolle dentro de aves y mamiferos
(Hausmann y Hilsmann, 1996).

Dentro de las cuevas pueden habitar distintos vertebrados que sirven como
huéspedes para varios grupos de protozoos. Muchos de estos protozoos han sido
encontrados como parasitos naturales de murciélagos, de los cuales relativamente
pocos han sido catalogados como dafinos para el hombre o los animales
domeésticos. La mayoria de estos protozoos son transmitidos a los quirdpteros
mecanicamente por medio de un vector que es algun insecto (Hill y Smith, 1992).

Los murciélagos son animales de héabitos nocturnos que han ocupado
multitud de nichos ecoldgicos, siendo los unicos mamiferos que pueden volar. Las
condiciones de temperatura y humedad que prevalecen en las cuevas son idoneas
para estos mamiferos, quienes las utilizan como refugio diurno y sitio para la
crianza de los juveniles. No es de extrafiar que la mayoria de las cuevas se
encuentren habitadas por enormes poblaciones de murciélagos (Hoffmann et al.,
1986).

Algunos parasitos causantes de la malaria o paludismo (Plasmodium,
Hepatocystis, Nycteria y Polychromophilus) han sido encontrados en murciélagos
a través del mundo. Diecinueve especies de tripanosomas han sido registrados en
52 especies de murciélagos representando diez familias de regiones tropicales y

subtropicales del mundo (Hill y Smith, 1992). Son parasitos de murciélagos los



tripanosomas de tres subgéneros: Herpetosoma, Schizotrypanum vy
Megatrypanum. Las infecciones méas frecuentes son causadas por organismos de
los subgéneros Megatrypanum y Schizotrypanum y los murciélagos insectivoros
(Microchiroptera) son los mas frecuentemente infectados. Pueden ocurrir
infecciones mixtas de subespecies de Schizotrypanum (Molyneux, 1991). Los
tripanosomas de éste subgénero han causado gran interés debido a su semejanza
morfoldgica con Trypanosoma cruzi (Molyneux, 1991). Treinta especies de
murciélagos representantes de seis familias (Emballonuridae, Noctilionidae,
Phyllostomatidae, Desmodontidae, Vespertilionidae y Molossidae) han sido
registrados con una infeccién de un tripanosoma morfoldgicamente idéntico a T.
cruzi, pero a diferencia de éste, el tripanosoma del murciélago presenta poca o nula
patogenicidad en ratones de laboratorio. Debido a que los murciélagos han
mostrado ser uno de los distintos grupos de mamiferos que sirven como reservorios
de T. cruzi se considera su estudio como de importancia para la salud publica
(Constantine, 1970).

En Sudamérica el murciélago vampiro Desmodus rotundus actia como
huésped de algunos tripanosomas como Trypanosoma evansi, T. equiperdum, T.
rangeli (Molyneux, 1991; Constantine, 1970) y T. pessoai, que fue aislado por
primera vez en este mamifero (Rojas, 2005). Se ha descrito a D. rotundus como un
vector de T. evansi debido a que, cuando chupa la sangre de la que se alimenta, el
murciélago transmite el parésito (Molyneux, 1991). La infeccion comienza cuando
el protozoo es inoculado primeramente hacia el huésped (como el ganado y otros
mamiferos) por medio de dipteros hemat6fagos, posteriormente, cuando el
murciélago se alimenta, el parasito pasa a su sangre debido a que la membrana de
la mucosa oral no actia como barrera contra los tripanosomas. Una vez ahi el
parasito se multiplica aproximadamente por un periodo de un mes, luego del cual,
pasa de nuevo a la mucosa oral en donde el murciélago lo transmite al morder a
otro huésped (Rojas, 2005). Los murciélagos, que adquieren la infeccién al
alimentarse de caballos y vacas infectados, parecen no ser afectados por los
parasitos. Nada se sabe acerca de la frecuencia e importancia de este método de
transmision (Molyneux, 1991). No hay evidencia de que los tripanosomas que

infectan murciélagos causen efectos adversos en sus huéspedes. Las especies “no



patogénicas” de Schizotrypanum, que se asumen como no infecciosas en humanos,
producen quistes en los tejidos de los murciélagos (se han encontrado en corazon,
diafragma, musculos del esterndn, mucosa intestinal y ovarios). Se reconoce que
Trypanosoma cruzi infecta murciélagos pero no hay mas informacion disponible
acerca de las relaciones huésped-parasito o la patologia de la infeccion (Molyneux,
1991).

Estudios en cepas sin caracterizar de T. cruzi han mostrado que algunos de
estos tripanosomas son transmisibles a varias especies y géneros de murciélagos
mientras que otros no. No hay informacion acerca de la produccién de anticuerpos
en murciélagos y hay poco acerca de las interrelaciones entre parasitos simpatricos.
En chinches de la especie Cavernicola pilosa (Reduviidae) colectadas en cuevas
han sido observados parasitos que parecen ser T. cruzi marinkellei (Molyneux,
1991).

Estudios en murciélagos capturados que se han infectado naturalmente y en
murciélagos infectados en laboratorio muestran que las infecciones patentes
pueden persistir por varios meses y las subpatentes por mas de un afio. El periodo
de incubacion, antes de que sea detectable la parasitemia, es tan solo de algunos
dias. Se ha registrado que los murciélagos que se posan en viviendas o forman
largas colonias en cuevas tienen bajas tasas de infeccién de tripanosomas del
subgénero Schizotrypanum (Molyneux, 1991).

Por otra parte, Toxoplasma gondii es un parasito cosmopolita que se
encuentra en animales de sangre caliente y en el humano. Los muestreos indican
gue la incidencia serologica de la infeccion puede ser alta en animales domésticos,
y que la infeccion en animales silvestres es extensiva, por lo que no resulta
sorprendente encontrar este parasito en murciélagos (Constantine, 1970).

Otros parasitos conocidos en murciélagos son del grupo de los apicomplexos
(Eimeria, Isospora y Klossia) y Haemosporidia (Babesia, Plasmodium, Nycteria,

Polychromophilus y Hepatocystis) (Constantine, 1970).



2. CUEVAS

2.1 Colonizacion de una cueva

Los mecanismos de dispersién por los cuales se da la entrada y colonizacion
de los protozoos a formaciones karsticas y grutas en general tiene lugar por la
intermediacién de las aguas que penetran o se infiltran en las capas subterraneas y
originan los rios, riachuelos y aguas subterraneas (Golemansky y Bonnet, 1994).

De esta manera penetran tanto trofozoitos, como una gran cantidad de
quistes, lo que permite explicar la existencia en las grutas de una comunidad rica y
diversa de protozoos, entre ellos representantes de los fitoflagelados, que
normalmente no pueden existir mucho tiempo en condiciones de oscuridad total
(Golemansky y Bonnet, 1994).

Asimismo, no queda excluido el ingreso de protozoos (de quistes en primer
lugar) por las entradas de las grutas a través de corrientes de aire o por la
intermediaciéon de otros habitantes cavernicolas (como invertebrados o
vertebrados, como es el caso de murciélagos, entre otros) e inclusive en las grutas
acondicionadas y visitadas por el hombre éste mismo puede servir como medio

para la entrada de los protozoos a la cueva (Golemansky y Bonnet, 1994).

2.2 Biotopos en una cueva

2.2.1 Agua. Reddell (1981) propone que las cuevas con depdsitos, corrientes de
agua o que al menos mantengan un alto grado de humedad, pueden albergar
protozoos de los Phyla Euglenozoa, Parabasala y Heliozoa, asi como ciertos
miembros del Phylum Rhizopoda (como los géneros Arcella y Difflugia) y del
Phylum Ciliophora (como representantes de los géneros Coleps y Vorticella).

Las comunidades acudticas en las grutas se caracterizan por su
extraordinaria simplicidad. La ausencia absoluta de luz impide la existencia de

organismos fotosintetizadores, provocando una dependencia de los organismos por



el flujo de nutrientes del exterior. La accidon de los factores limitantes sobre las
poblaciones de organismos acudticos cavernicolas queda patente al comparar la
diversidad y abundancia de protozoos en un cuerpo de agua que se encuentra
dentro de una cavidad con un estanque del exterior. Es I6gico suponer que esta
relativa escasez en el namero de especies de individuos resulta de la pobreza en
cuanto a nutrientes que presenta la biocenosis acuética en las cuevas (Morales-
Malacaray Vazquez, 1983).

2.2.2 Suelo. En ambientes exteriores, en el suelo (asi como en las hojas
desprendidas o sobre plantas) podemos encontrar protozoos con alto grado de
adaptacion junto con especies conocidas de agua dulce con un grado relativamente
bajo de especializacidn. El horizonte superior del suelo se provee con agua de lluvia
y agua subterranea; esta agua se acumula en capilares y poros cuyo tamafo
depende del tamafio de grano del mineral que conforma el sustrato (Hausmann vy
Hulsmann, 1996). Hay muy pocos registros de protozoos encontrados en este
sustrato en cuevas debido a que la mayoria de los estudios se han realizado en los
cuerpos de agua. Sin embargo, aunque en menor cantidad, si se pueden encontrar
especies que seguramente seran distintas a las que viven sobre los demas sustratos.
Los unicos registros disponibles citan que en este sustrato se encuentran amibas
desnudas, flagelados sin pigmentos y ciliados (Golemansky y Bonnet, 1994).

2.2.3 Guano. De este sustrato también hay muy pocos estudios realizados,
Hoffmann et al. (1986), citan que se han encontrado protozoos y son parte de una
compleja biocenosis, sin especificar las especies, mientras que Golemansky y
Bonnet (1994) registran que se han encontrado amibas desnudas, flagelados sin
pigmentos y ciliados viviendo sobre guano y suelo en general. En realidad no se
conocen bien las especies que viven en este sustrato.

2.2.4 Murciélagos. Estos vertebrados pueden albergar endoparasitos como
protozoos flagelados de la familia Trypanosomatidae o protozoos del Phylum
Apicomplexa, los cuales son transmitidos entre los murciélagos por algunos de sus
numerosos ectoparasitos, insectos y acaros (Hoffmann et al., 1986).

2.2.5 Musgo. Este sustrato en general no ha sido estudiado por separado, pero al
menos para el caso de los protozoos no se puede considerar como un sub-biotopo

dentro del suelo debido a que ademas del aporte energético que supone la



vegetacion, la existencia de una pelicula de agua asociada en general a ésta cambia
las condiciones en el suelo y por tanto los protozoos que puedan ser ahi
encontrados. Adicional a esto, el musgo no siempre lo encontraremos sobre el
suelo, pudiendo crecer sobre rocas o arboles, marcando asi una mayor diferencia
entre las especies que puedan habitar estos biotopos. Golemansky y Bonnet (1994)
citan que se han encontrado amibas testadas, ciliados y flagelados viviendo en
grandes cantidades sobre este sustrato.

La mayor parte de los protozoos de vida libre encontrados en cavernas son
acudticos. Un numero relativamente pequefio de especies (alrededor del 20%),
como las amibas desnudas, flagelados sin pigmentos y ciliados, han sido
encontrados en el guano, restos organicos en descomposicion y la arcilla himeda

del suelo (Golemansky y Bonnet, 1994).

3. ANTECEDENTES

3.1 Antecedentes de registros de protozoos en cuevas en el mundo y en

México

Los primeros registros que se tienen de protozoos dentro de una cueva
fueron publicados en la segunda mitad del siglo XIX y los estudios fueron
realizados en cavernas de Europa (Yugoslavia, Checoslovaquia, Francia) y América
del Norte, encontrando protozoos de diferentes grupos como ciliados, rizépodos y
heliozoos, entre otros (Golemansky y Bonnet, 1994).

A finales del siglo XIX se encontraron los primeros parasitos gregarinidos y
ciliados en crustaceos cavernicolas, a principios del siglo XX se descubrio y
describié un microsporidio desconocido hasta entonces. Durante los siguientes
afios muchos protozoos endoparasitos como algunos ciliados y apicomplexos
fueron encontrados en insectos, miriapodos, crustaceos y otros animales de cuevas

(Golemansky y Bonnet, 1994).



Aungue dentro de las cuevas se han encontrado un gran numero de
protozoos de vida libre (méas de 180 especies) la opinién de los especialistas es que
no hay ningun troglobio estricto (habitante exclusivo de cavernas adaptado
totalmente a la vida dentro de ellas). Las pruebas residen en la vasta reparticion de
protozoos cavernicolas, conocidos también en los biotopos terrestres y la falta de
particularidades adaptativas morfoldgicas, bioldgicas y ecoldgicas en relacion con
su vida dentro del biotopo subterraneo (Golemansky y Bonnet, 1994). Es por esto
gue mas bien son considerados como epigeomorfos (que viven y se reproducen
dentro de la cueva sin presentar cambios morfolégicos) (Hoffmann et al., 1986).

En cuanto a los protozoos que establecen algin tipo de asociacion con otro
organismo que habita en una cueva, se considera a los epibiontes (de artropodos en
general) como troglobios por su especificidad hacia sus huéspedes, siempre y
cuando éste también sea troglobio (Golemansky y Bonnet, 1994). Algunos autores
consideran que los parasitos de murciélagos sélo presentan adaptaciones para la
vida parasita y no a la cavernicola y por ello, deben separarse en una categoria
especial (Hoffmann et al., 1986).

Golemansky y Bonnet (1994) hacen un listado de los protozoos mas
comunmente encontrados en cuevas a nivel mundial (principalmente cuevas de
Europa y Asia), citando 58 especies, de las cuales 13 especies, distribuidas en 10
géneros, corresponden a flagelados, 10 especies en cuatro géneros corresponden a
amibas desnudas y 19 especies en siete géneros son amibas testadas. En cuanto a
los heliozoos citan cuatro especies distribuidas en tres géneros, una especie de
foraminifero y 11 de ciliados (Anexo 1).

En México se tienen registros de protozoos en cuevas de San Luis Potosi y
Guerrero, que corresponden a ocho especies de flagelados, tres amibas desnudas,
cuatro especies de amibas testadas distribuidas en tres géneros, 14 especies de
ciliados en 12 géneros y una especie de heliozoo (Osorio-Tafall, 1943; Hoffmann et
al., 1986) (Anexo 2). Asimismo en estudios realizados entre los afios 1982 y 1990
por alumnos de la carrera de biologia de la Facultad de Ciencias, en la Universidad
Nacional Auténoma de Meéxico, se encontraron 14 especies de flagelados
distribuidas en 14 géneros, cuatro especies de amibas desnudas en tres géneros,

dos especies de amibas testadas, 19 especies de ciliados en 17 géneros, asi como una



especie no identificada de heliozoo, en cuevas de los estados de Veracruz, Guerrero
y Querétaro, sin embargo estos trabajos no fueron publicados (Morales-Malacara y
Losoya, 1989-1990; Morales-Malacara y Vazquez, 1982 a y b, 1983, 1983-1984,
1985, 1986) (Anexo 2). En particular para la cueva de los Riscos ubicada en el
estado de Querétaro, México, en 1986 se realiz6 un listado faunistico dentro del
cual se incluy6 el estudio de una muestra de agua tomada de la zona C, en el
invierno de ese afio. La muestra fue tomada de la superficie de un gour (cuerpo de
agua ubicado al interior de una cueva) que se mantuvo de aproximadamente cuatro
metros de diametro en todas las visitas a la cueva, aunque fue bajando. En el
laboratorio se le agreg6 a la muestra infusiones de trigo y chicharo en busqueda de
protozoos. Los protozoos encontrados mostraron una sucesion: primero
aparecieron los flagelados y luego los ciliados. Las especies mas abundantes en los
cultivos fueron, en orden, Cyclidium glaucoma y Chilodonella sp. Ademas se
registro la presencia de géneros como Tetrahymena sp., Cinetochilum sp. y Bodo?
(Morales-Malacara y Vazquez, 1986).

En los murciélagos Pteronotus davyi fulvus colectado en Tuxtla Gutiérrez,
Chiapas y en Macrotus mexicanus colectado en Coquimatlan, Colima se encontré
una especie de protozoo flagelado que se consider6 como Trypanosoma
vespertilionis (Hoffmann et al., 1986). Asimismo se tienen registros de esta especie
en el murciélago Leptonycteris yerbabuenae colectado en las grutas de
Juxtlahuaca, Guerrero (Madrazo-Garibay et al., 1986).

3.2 Area de estudio

3.2.1 Ubicacion. La cueva de los Riscos se encuentra ubicada en el Municipio de
Jalpan de Serra, Querétaro, México, entre las coordenadas 21° 11' 797" N y 99° 30'
972" W, a una altitud de 1,122 msnm.

La siguiente descripcion de la cueva fue tomada de Lazcano (1986), sin
embargo durante la realizacion del estudio se completd la topografia agregandose

dos zonas (G y H) y algunos tuneles.



La cueva es muy conocida en la regién y es muy frecuentada por los

habitantes de la localidad. Los primeros espeledlogos en explorarla fueron: John

Fish, David McKenzie, James Reddell, Janie Reddell y Richard Smith, en agosto de

1966, todos ellos miembros de la Asociacion para el Estudio de Cuevas en México

(AMCS por sus siglas en inglés).

3.2.2 Descripcion general. La
cueva es una cavidad horizontal de 35
metros de profundidad y cerca de 500
metros de longitud (Fig. 1).

Es una cavidad f6sil, originada
en las calizas de la formacion El Abra.
Es probable que antiguamente haya
captado al rio Jalpan, pero al horadar
su cauce a mayor profundidad, la
cueva de los Riscos fue abandonada,
aprovechandose el Puente de Dios.
Cuando el rio Jalpan tiene crecidas
penetra algo de agua a esta caverna.
Las numerosas filtraciones
producidas por las lluvias han
originado gran cantidad de

concreciones.

Figura 1. Mapa de la cueva de los Riscos.

Tiene cuatro entradas, dos laterales que corresponden a pasillos estrechos y

desembocan en una amplia galeria y la principal que forma un pequefio puente

natural, que accede a una amplia boca que se abri6 debido a un antiguo colapso. Se

desciende entre grandes bloques rocosos hasta llegar a una amplia galeria, ésta

tiene 100 metros de largo, 25 m de ancho, 18 m de alto y accede a un espacioso

salon que presenta gran cantidad de concreciones. La cuarta entrada corresponde a

la nueva topografia y se ubica del otro lado de la principal, es un pasillo estrecho

gue desemboca en la galeria mas amplia, a cuatro metros del suelo.



La fauna que se ha encontrado ahi estd comprendida por ranas (Syrrhophus

longipes), murciélagos (Dyphilla eucaudata y Desmodus rotundus), anélidos,

crustaceos (Isopoda), dipteros, ortépteros (Gryllidae), coledpteros (Tenebrionidae),

lepiddpteros, tisanuros (Machilidae), arafas (Pholcidae, Dipluridae, Ctenidae,

Linyphidae), opiliones (Laniatore), hemipteros, himendpteros, quilépodos y

diplépodos, asi como acaros parasitos de murciélagos. Ademas se presentan

hongos (Histoplasma no confirmado, entre otros). Todos estos organismos son

heterotrofos y por tanto consumidores secundarios o terciarios que necesitan

obtener su alimento de fuentes tales como los protozoos y bacterias.

3.2.3 Zonas. Para su estudio, la cueva se ha dividido en ocho zonas (A-H):

Zona A. Esta zona comprende la
entrada principal, que debido a que se
formé por un derrumbe esta
constituida principalmente por rocas
como sustrato. Esta zona se
caracteriza por estar completamente
iluminada, gracias a lo cual puede
mantener pequefias poblaciones de
vegetacion, desde musgo hasta
arboles. Es una zona inclinada que en
general presenta la misma fauna que

se encuentra en el exterior. También

Zona B. Esta zona se encuentra a la
derecha de la entrada principal, cuyo
sustrato es arena y barro seco, se
observan viejos meandros y se

encuentra poco iluminada. Presenta

estd comprendida dentro de esta zona
una gran galeria al pie de los bloques
rocosos, cuyo sustrato es arena y que
todavia esta bien iluminada (Fig. 2).

Figura 2. Zona A, cueva de los Riscos.

escurrimientos pero no llegan a
formar cuerpos de agua. Ademas hay
un gran macizo rocoso que puede ser

escalado sin necesidad de equipo, de



aproximadamente 50 metros de
alturay en cuya cima se encuentran

mas tuneles hacia los lados, arriba y
hacia abajo, pero que no llegan muy
lejos. Esta zona elevada ya no esta

iluminada (Fig. 3).

Zona C. Esta zona comprende un
pasillo largo y amplio con poca
iluminacion cuyo sustrato es barro
seco que en general se observa
cuarteado, es cruzado por una
depresion de aproximadamente un
metro y que parece ser huella de un
antiguo rio. Al lado derecho se
encuentran dos elevaciones, una de
las cuales, de aproximadamente 20
metros, no lleva a ningun lado
mientras gue la otra, de
aproximadamente 10 metros,
presenta un tunel cerrado hacia abajo
después del cual continla
horizontalmente, llevando finalmente
a un cuerpo de agua de
aproximadamente tres metros de

didmetro, poco profundo (cerca de 50

Zona D. Esta es la parte terminal del
pasillo formado por la zona C,
presenta varios niveles, de

aproximadamente un metro de altura

Figura 3. Zona B, cueva de los Riscos.

cm), con agua transparente y que
presenta una muy pequefia poblacion
de peces. Esta zona elevada es de
completa oscuridad. Presenta varias
pozas de escurrimiento pequenias,
ademas del gour permanente. Del otro
lado del gour hay una gran abertura
gue permite observar desde arriba

parte del pasillo de esta zona (Fig. 4).

Figura 4. Zona C, cueva de los Riscos.

cada uno y separados por breves
zonas planas. Es una zona de
completa oscuridad, en cuyo fondo se

presentan poblaciones de



murciélagos, su sustrato presenta por
tanto grandes cantidades de guano.
Presenta escurrimientos importantes,

formando pequefios gours temporales
(Fig. 5).

Zona E. Esta zona comprende la otra
entrada de la cueva, que desemboca a
la zona A, es un pasillo estrecho de
paredes largas que no presenta
escurrimientos, el sustrato es arena.
Est4d iluminado solamente en una
pequefia parte correspondiente a la
boca y a la parte donde se junta con la
zona A (Fig. 6).

Zona F. Este es otro pasillo estrecho
gue comunica la zona E con la A, es

una zona obscura (Fig. 7).

Zona G. Esta zona es un tunel
estrecho que tiene su entrada en la
parte superior de la zona A, continda
hacia el noreste para regresar unos

metros adelante hacia el noroeste y

Figura 5. Zona D, cueva de los Riscos.

Figura 6. Zona E, cueva de los Riscos.

Figura 7. Zona F, cueva de los Riscos.

desembocar otra vez en la zona A,
algunos metros debajo de donde se
encuentra la entrada. Es una zona de
completa oscuridad, a excepcién de

sus entradas (Fig. 8).



Figura 8. Zona G, cueva de los Riscos.

Zona H. Es un tiro estrecho que
comienza en una de las entradas
laterales y desemboca en la zona B a
aproximadamente cuatro  metros
sobre el nivel del suelo. Es una zona
de completa oscuridad, excepto cerca
de sus entradas (Fig. 9).

Figura 9. Zona H, cueva de los Riscos.






111. JUSTIFICACION

Los protozoos son un grupo muy diverso de organismos eucariontes
unicelulares con un amplio registro en aguas dulces y marinas, asi como en
suelos e inclusive son utilizados en sistemas de tratamiento de aguas, sin
embargo han sido muy poco estudiados dentro del ambiente cavernicola. De los
escasos estudios de protozoos en cuevas, los mas recientes tienen al menos 20 a
30 afios de haberse realizado, habiendo maés registros del siglo XIX. Lo anterior
manifiesta un abandono o estancamiento en el estudio de los protozoos en
cuevas, afadiendo que estos registros son en su mayoria de cuevas de Europay
Asia. El presente estudio pretende colaborar al mejor conocimiento de la
diversidad, distribucién y ecologia de los protozoos en una cueva de la Sierra
Gorda, Querétaro, México e incentivar con esto el desarrollo de mas estudios de
este tipo, para sentar las bases que permitan elaborar a futuro estudios que nos

lleven al mejor conocimiento y conservacion de las cuevas.

IV.OBJETIVOS

GENERAL

Contribuir al conocimiento de los protozoos que habitan en la cueva de los

Riscos, Querétaro, México.

PARTICULARES

a) ldentificar las especies que se encuentran en cada uno de los biotopos de la
cueva (agua, guano, suelo, murciélagos y musgo).
b) Tipificar las comunidades de protozoos en cada biotopo.

¢) Comparar las comunidades de protozoos de los cinco biotopos.



V. MATERIALESY METODOS

1. TRABAJO EN CAMPO

En total se realizaron seis recolectas en distintas épocas del afio en el
periodo de noviembre de 2005 a octubre de 2007, en la cueva de los Riscos,
Querétaro, México (Tabla 1y Fig. 10). Para entrar a la cueva se tomaron diversas

medidas de seguridad como el uso de casco y mascarilla.

Tabla 1. Datos de las recolectas para protozoos de vida libre.

2005 2006 2007
BIOTOPO Noviembre Abril Junio Octubre Marzo Junio
ZONA

Agua
(pequefios
charcos D C,D B, D C - C
formados por
escurrimiento)
A

gua (gour ) ) C C C C
permanente)
Suelo - C,D D A C, E A
Guano D C,D D D C,D D
Musgo - A A - A A

- No se recolect6 el sustrato en esa fecha
En las zonas F, G y H no se colecto por ser tuneles que conectan las demas zonas.
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Figura 10. Mapa de la cueva de los Riscos con zonas (A-H) y lugares de recolecta.



1.1 Protozoos de vida libre

La mayor parte de las muestras se recolectaron manualmente en frascos
de vidrio de 20 y 30 ml, previamente esterilizados en autoclave durante 35
minutos y sellados con parafilm. En las recolectas se tomaron muestras de
distintas zonas para cada biotopo (Tabla 1 y Fig. 10); las muestras de agua se
tomaron tanto del gour permanente como de charcos de escurrimiento y en
todas la ocasiones se tomO un poco de sedimento. EI musgo también fue
recolectado en los frascos de 30 ml estériles y en bolsas transparentes de
plastico de 15 x 20 cm. En todos los casos se dejé un espacio considerable para
que los organismos tuvieran suficiente oxigeno.

Una vez tomadas las muestras se etiquetaron los frascos y bolsas y se
mantuvieron en frio dentro de una hielera hasta llegar al laboratorio.

En otras ocasiones, para la recolecta de muestras primero se preparo en
el laboratorio medio de cultivo (infusiones de chicharo, arroz, maiz y medio
artificial RPMI1-1640) que se coloc6 en un tubo Falcon con tapa, el cual fue
esterilizado en autoclave y sellado con parafilm. Ya en la cueva se vacio un poco
de cada sustrato dentro del tubo, el agua se tomé con pipetas Pasteur estériles,
para el suelo y guano se utilizaron cucharas estériles y para el musgo la recolecta
se realiz6 con pinzas. Los tubos fueron colocados en una hielera a temperatura
ambiente y Unicamente fueron cerrados durante su transporte de la cueva a la

camioneta, donde se mantuvo semi-abierto hasta el laboratorio.

1.2 Protozoos endoparasitos de murciélagos.

Se recolectaron murciélagos con una red de niebla puesta en la entrada o
en ocasiones a la mitad de la zona D (Tabla 4). En algunos casos los murciélagos
capturados se mantuvieron vivos hasta llegar al hotel, donde se sacrificaron e
inmediatamente después se tomaron muestras de sangre arterial con jeringas
para insulina, con ellas se realizaron frotis en portaobjetos nuevos que fueron
fijados con metanol. También se colocé una gota de sangre en papel filtro y se
dejo secar. En la recolecta de marzo de 2007, la extraccion de sangre se hizo in
situ, debido a que algunos de los ejemplares fueron liberados nuevamente para



no afectar su poblacién, ya que en esa ocasion se capturaron muchos
murciélagos. Se realiz6 la diseccion de siete murciélagos para obtener sus
corazones, colocandolos envueltos en una gasa y dentro de un frasco de vidrio
con formol al 10% para fijarlos y proceder en el laboratorio a realizar los cortes
histolégicos. Para las disecciones se utilizd bata, guantes estériles de cirujano,

cubrebocas y lentes de proteccion.

2. TRABAJO EN LABORATORIO

2.1 Protozoos de vida libre.

Al llegar al laboratorio las muestras se refrigeraron y posteriormente, en
un lapso no mayor a tres dias, se tomé un poco de cada muestra colocandola en
cajas de Petri pequefias o grandes, cajas para cultivo de tejidos, frascos o tubos
Falcon. Se utilizaron distintos medios, tanto naturales (infusiones de trigo,
arroz, maiz, paja y chicharo) como artificiales (Chalkley, Peptona y medio
RPMI-1640), los cuales se afiadian en cantidades constantes (1-2 ml) por
semana. En general se puso la misma muestra en distintos medios para
encontrar aquél en el que mejor crecieran los organismos. Las muestras de
guano fueron manipuladas bajo una campana de extraccién de bioseguridad 3,
para evitar una posible infeccion por el hongo Histoplasma capsulatum. Todo el
material utilizado era previamente esterilizado a presion.

Los cultivos se mantuvieron en la estufa a 25 ©°C y fueron revisados
periodicamente al microscopio optico, registrandose la presencia de organismos
y su abundancia relativa. Se elaboraron esquemas de cada uno y se obtuvieron
los datos morfométricos de cada especie, utilizando un microscopio 6ptico
Nikon Optiphot® o Zeiss® con ocular calibrado y reglilla.

Para mantener la abundancia se hicieron resiembras constantes,
tomando una pequefia cantidad del cultivo y adicionandole nuevo medio,

utilizando en algunos casos la centrifugacion para concentrar a los organismos.



Se realizd el registro microfotografico de los organismos in vivo
(Microscopio Nikon Labophot-2® y Microscopio Zeiss Axioskop 2 plus®) tanto
en formato analogico (camara Nikon FX-35DX® con microflex Nikon HFX-
DX®) como digital (Cdmara Nikon Digital Sight DS-2MV® y Camara Zeiss
AxioCam MRC®), ademas de videograbacion (Microscopio Nikon Optiphot®,
Cémara Nikon CCD TTNE-2700® de video a color, Videograbadora Sony SLV-
LX55® para videocasete formato VHS). Para esta observacion y registro
fotografico se utilizaron tres diferentes técnicas de iluminacion: campo claro,
contraste de fases y contraste diferencial de interferencia (DIC).

Para llevar a cabo la elaboracion de preparaciones permanentes se
utilizaron cultivos con abundantes organismos, empleando las técnicas
microgréaficas de (Anexo 3):

B Hematoxilina de Harris
Klein (en Kudo, 1971)
Protargol (Lee et al., 1985)
Protargol (Silva-Neto, 2000)
Butanol-Nigrosina (Borror, 1969)

Para la identificacibn de los protozoos se consultd bibliografia
especializada (Borror y Wicklow (1983), Corliss (1979), Foissner (1993),
Foissner et al. (1991, 1992, 1994, 1995), Foissner y Berger (1996), Kahl (1930-
1935), Lee et al. (2000), Leedale (1967), Lopez-Ochoterena (1965), Page (1988),
Page y Siemensma (1991), Patsch (1974), Patterson y Hedley (1992), Patterson y
Larsen (1991), Smirnov y Brown (2004), Smirnov y Goodkov (1999), Warren
(1986), Wu y Curds (1979) y Kudo (1971)). Para cotejar el registro previo de las
especies en México se consulto a Aladro-Lubel et al. (2006).

Para la ubicacion taxondmica de los protozoos incluidos en diferentes
grupos se siguieron las propuestas presentadas por diferentes autores en Lee et
al., 2000 (Leedale y Vickerman, Lynn y Small, Meisterfeld a y b, Mikrjukov et
al., Patterson et al. ay b, Rogerson y Patterson).



2.2 Protozoos endoparasitos de murciélagos.

En el laboratorio de Biologia de Parasitos “Dr. Jorge Tay” de la Facultad
de Medicina, UNAM, se tifieron los frotis con giemsa (Anexo 3) y se observaron
al microscopio 6ptico con el objetivo de 100x para localizar formas de
tripomastigotes de Trypanosoma. Los papeles filtro con la gota seca de sangre
se utilizaron para realizar pruebas de hemoaglutinacién indirecta cuantitativa
(Anexo 3), lo cual se trabajé en el Laboratorio de Inmunoparasitologia de la
Facultad de Medicina, UNAM, para detectar la presencia de parasitos.

Los corazones se fijaron en formol al 10% y para obtener los cortes
histolégicos primero se lavaron con agua corriente y después se deshidrataron
con alcoholes graduales (30%, 50%, 70%, 80%, 96%, 100%) y xilol.
Posteriormente se incluyeron en una solucion de paraplast.

Los cortes histoldgicos fueron de 7 um y se realizaron en dos laboratorios
de la Facultad de Ciencias, en el Laboratorio de Biologia de la Reproduccion
Animal y en el Taller de Biologia de Animales 111, donde fueron cortados con
microtomo Leica RM2125RT® acomodando cinco cortes por portaobjetos,
posteriormente fueron seleccionados algunos portaobjetos y tefiidos con la
técnica de hematoxilina-eosina. Los cortes tefiidos fueron observados al

microscopio optico a 100x para localizar a los parasitos.



VI. RESULTADOS

1. PROTOZOOS DE VIDA LIBRE

De los 44 protozoos de vida libre identificados, distribuidos en los
distintos sustratos, se lograron determinar 24 hasta especie y 20 hasta género
(Tablas 2-3 vy Figs. 11-56). De los protozoos flagelados se encontraron siete
géneros (Figs. 11-17), la mayoria pertenecientes al Phylum Euglenozoa. En el
caso de los ciliados fueron identificadas 20 especies distribuidas en 16 géneros
del Subphylum Intramacronucleata (Figs. 18-37). En cuanto a las amibas, se
registraron ocho géneros de amibas desnudas (Figs. 38-45) y ocho géneros de
amibas testadas (Figs. 46-53). También se identificd una especie de heliozoo
perteneciente al Orden Centrohelida (Fig. 54).

De las especies identificadas, 19 ciliados, una amiba desnuda, tres
amibas testadas y el heliozoo encontrado, son un nuevo registro para cuevas en
el mundo y/o para México (Tabla 3) (Golemansky y Bonnet, 1994; Hoffmann et
al., 1986 y Osorio-Tafall, 1943).



1.1 Descripcion, registro fotomicrografico y esquema de las especies registradas.
Astasia sp.
Flagelado euglenoide con forma que va de ovoide a piriforme. Midi6 entre 11.8 y 13.6 um
de longitud (desde la punta de la prolongacién hasta el extremo truncado) por 4.8-6.4
um de anchura. Es ligeramente truncado en la region anterior (de donde emerge un
flagelo (fa) mas largo que el cuerpo) y prolongado en su region posterior (pr). No tiene
pigmentos. Se presentd en las muestras de agua y guano de practicamente todas las
recolectas. Fue abundante en los cultivos de diversas infusiones, sobre todo en chicharo

y peptona (Fig. 11).

Ja

Figura 11. Astasia sp. a, Contraste
de fases 40x, b, DIC 40x, c, esquema.
pr C fa-flagelo anterior, pr-prolongacion.
:[ Barra de referencia = 2.5um.
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Distigma sp.

Flagelado euglenoide alargado con forma de botella, el extremo anterior es mas ancho
que el posterior y la region media esta muy adelgazada. Midi6 entre 7.6 y 9.2 um de
longitud por 2.8 um de anchura en su region mas ensanchada. El cuerpo es muy plastico
y tiene dos flagelos anteriores (fa), de los cuales el més corto es lateral. Solo se presentd
en la muestra de agua de la primera recolecta (noviembre de 2005) en cultivos de

chicharo. En general fue poco abundante (Fig. 12).

Figura 12. Distigma sp. a-b, Campo
claro 40x, c, esquema. fa-flagelos
anteriores. Barra de referencia =
2.5um.
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Entosiphon sp.

Flagelado euglenoide ovalado. El cuerpo midi6 entre 19.6 y 25.2 um de longitud por
11.2 - 14 ym de anchura, los flagelos midieron entre 30.8 y 36.4 um desde su base hasta
la punta. Posee dos flagelos anteriores (fa) que se dirigen posteriormente. No tiene
pigmentos, presenta una vacuola contractil (vc) lateral. El organismo se distingue por
presentar un tubo cénico protrusible llamado sifon (sf) que recorre casi todo el cuerpo.
Se presentd s6lo en musgo, tanto en la muestra original como en cultivos de maiz y

Chalkley de las recolectas de abril y junio de 2006 y marzo de 2007 (Fig. 13).

Figura 13. Entosiphon sp. a,
Contraste de fases 40x, b, DIC
40x in vivo con verde de metilo,
c, esquema. fa-flagelos
anteriores, sf-sifén, vc-vacuola
contractil. Barra de referencia =
10pum.
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Heteronema sp.

Flagelado euglenoide piriforme. Midio6 entre 8.4 y 10 um de longitud por 2.8 - 4 um de

anchura. Tiene dos flagelos anteriores (fa) que salen y se dirigen posteriormente.

Presenta de la region media a la posterior granulos de reserva de paramilo (gr). Se

encontrd en baja abundancia en cultivos de agua, suelo y guano de las recolectas de

octubre de 2006 y junio de 2007, desarrollandose sobre todo en cultivos de peptona

(Fig. 14).

|

J =

=)

Figura 14. Heteronema sp. a-b,

Campo claro 40x, ¢, esquema. fa-

flagelos anteriores, gr-granulos de
T reserva de paramilo. Barra de
referencia = 5um.
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Peranema sp.

Esta especie es un flagelado de tipo euglenoide, es plastico y la forma del cuerpo
recuerda el contorno de una amiba. Midi6 entre 14 y 20 um de longitud y 2.8 - 5.6 um
de anchura. Se le observa un solo flagelo anterior (fa) muy largo (de hasta 42 um), que
sale de la region anterior y presenta otro flagelo (f) que no se observa porque se
encuentra pegado al cuerpo. Posee una vacuola contractil (vc). Se observo en cultivos

de peptonay chicharo de agua de la primera recolecta (Fig. 15).

Figura 15. Peranema sp. a, Campo
claro 40x, b, Contraste de fases 40x,
c, esquema. f-flagelo, fa-flagelo
anterior, vc-vacuola contractil. Barra
de referencia = 10um.
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Bodo sp.

Flagelado bodénido alargado. Midi6 entre 8.4 y 10 um de longitud del cuerpo, cada
flagelo midi6 alrededor de 14 pm. Tiene dos flagelos largos heterodinamicos, uno
anterior (fa) y uno posterior (fp). Presenta una vacuola contractil (vc) anterior y un
cinetoplasto. Se presentd en todos los sustratos, encontrandose de manera abundante
en cultivos de peptona, asi como en algunos de chicharo, maiz y en las muestras

originales de practicamente todas las recolectas (Fig. 16).

Ja
Figura 16. Bodo sp. a-b, DIC 40x, c,
esquema. fa-flagelo anterior, fp-
flagelo posterior, vc-vacuola
contractil. Barra de referencia =5um.
o
C
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Cercomonas sp.

Flagelado alargado con cuerpo muy flexible. Midié entre 16 y 17.6 um de longitud
(incluyendo la prolongacién) por alrededor de 5.6 um de anchura. Tiene dos flagelos
de diferente longitud, el anterior (fa) es el mas corto y sale de una prolongacion del
cuerpo (pr). El flagelo posterior (fp) es més largo y emerge de la regién redondeada.
Se presento en las muestras de agua y guano, desarrollandose abundantemente en los

cultivos de peptona (Fig. 17).

fa pr

Figura 17. Cercomonas sp. a-
b, Campo claro 40x, c,
esquema. fa-flagelo anterior,
fp-flagelo posterior, pr-
p prolongacién . Barra de
referencia = 5pum.
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Aspidisca cicada

Ciliado hipotrico redondeado, midi6 entre 30 y 50 um de longitud. Su zona adoral de
membranelas esta dividida en una parte superior (ZAMs) y una inferior (ZAMi).
Presenta de 6 a 7 cirros frontoventrales (crf) en un arreglo tipo linceus y 5 cirros
transversales (crt). No presenta espinas y tiene 5 costillas (ct), el macronucleo (ma)
tiene forma de “C” y es central. S6lo se observé en las muestras originales de musgo de
las recolectas de abril de 2006 y marzo de 2007. Esta especie es un nuevo registro

mundial en cuevas y también para México (Fig. 18).

Figura 18. Aspidisca cicada. a-c, DIC 40x in vivo con verde de metilo,
d, campo claro 20x in vivo con verde de metilo, e, esquema. crf-cirros
frontoventrales, crt-cirros transversales, ct-costillas, ma-macronucleo,
ZAMi-zona adoral de membranelas inferior, ZAMs-zona adoral de
membranelas superior. Barra de referencia = 10pum.
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Euplotes sp.

Hipotrico de cuerpo ovoide, su superficie ventral es aplanada mientras que la dorsal es
convexa. Midi6 entre 35.6 y 37 um de longitud por 24.4 - 26 um de anchura. Presenta
una zona adoral de membranelas (ZAM) muy desarrollada que llega hasta tres cuartas
partes del cuerpo. Tiene cirros frontoventrales, anales y caudales, cuyo patron no se
pudo distinguir y una vacuola contractil posterior. EI macronucleo no fue observado.
Sélo se registré en baja abundancia en la muestra original de suelo de la recolecta de

junio de 2007 (Fig. 19).

Figura 19. Euplotes sp. a-b.
Campo claro a, 20x, b, 40x, c,
esquema. ZAM-zona adoral de
membranelas. Barra de referencia =
10pm.
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Oxytricha fallax
Hipotrico ovalado, midié entre 70 - 87 um de longitud por 36.4 - 40.6 um de anchura.

La longitud de la ZAM abarco entre 34.8 y 42 um. La zona adoral de membranelas
(ZAM) abarca casi hasta la mitad del cuerpo, presenta ocho cirros frontoventrales (crf)
y cinco transversales (crt). Tiene algunos cirros aislados (cr) que recorren el cuerpo
longitudinalmente por la mitad, formando una aparente hilera. Presenta dos hileras
marginales de cirros (una izquierda (hi) y una derecha (hd)). Posee dos macronucleos
(ma) ovoides y laterales. Se le observaron numerosas vacuolas alimenticias (va)
distribuidas en todo el cuerpo. Se present6 en las muestras de agua y musgo, creciendo
bien en cultivos de agua adicionados con chicharo y peptona pero siendo mas
abundante en las muestras originales de musgo correspondiente a las recolectas de
abril, junio y octubre de 2006 y marzo de 2007. Esta especie es un nuevo registro en

cuevas a nivel mundial y para México (Fig. 20).
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Figura 20. Oxytricha fallax. a-b, DIC 40x, c, DIC 20x, individuo en
movimiento al cual se le observan los macronucleos, d, DIC 20x, e, esquema.
cr-cirros, crf-cirros frontoventrales, crt-cirros transversales, hd-hilera derecha
de cirros, hi-hilera izquierda de cirros, ma-macrondcleos, va-vacuolas

alimenticias, ZAM-zona adoral de membranelas. Barra de referencia = 20um.
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Pseudokeronopsis flavicans

Hipotrico ovalado, midié entre 61.2 y 84 um de longitud por 21.6 - 28 um de anchura.
La longitud de la zona adoral de membranelas (ZAM) fue de alrededor de 25 pum y llega
solo a un tercio del cuerpo. Tiene dos hileras de cirros marginales (una derecha (hd) y
una izquierda (hi)), ademas de dos hileras medias (hm) que salen desde la ZAM vy
recorren el cuerpo en la zona media a todo lo largo y hasta la region posterior. Tiene
cinco cirros transversales (crt) y no presenta cirros frontoventrales. Tiene una vacuola
contractil (vc) ubicada en la regiéon media del cuerpo, cerca de la cual se encuentran sus
dos macronucleos (ma). Se presentd en las muestras de agua, suelo y musgo de las
recolectas de abril, junio y octubre de 2006, siendo mas abundante en cultivos de
peptona, chicharo y en menor medida de paja. Es un registro nuevo en cuevas a nivel
mundial y para México (Fig. 21).

Figura 21. Pseudokeronopsis hi
flavicans. a-c, DIC 20x, d,
DIC 40x, e, esquema. crt-cirros
transversales, hd-hilera derecha
de cirros, hi-hilera izquierda de
cirros, hm-hileras medias de
cirros, ma-macronucleos, vc-
vacuola contractil, ZAM-zona
adoral de membranelas. Barra
de referencia = 20um.
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Uroleptus piscis

Este hipotrico es alargado, su anchura se reduce en la region posterior dando el aspecto
de una cola, midio6 alrededor de 150 um de longitud. En la region anterior presenta una
zona adoral de membranelas (ZAM) que llega sélo hasta un tercio de la longitud del
cuerpo. Presenta sus cirros acomodados formando dos hileras medias (hm) que cruzan de
forma diagonal a todo lo largo del cuerpo, una hilera izquierda (hi) y una derecha (hd).
Posee ademas dos cirros caudales (cc) muy caracteristicos, un poco mas largos que el
resto. Se present6 tanto en las muestras de agua como de musgo, siendo en general poco
abundante, registrandose en s6lo un muestreo (el correspondiente a abril de 2006) y
principalmente en la muestra original. Este es un registro nuevo para cuevas tanto a nivel
mundial como para México (Fig. 22).

Figura 22. Uroleptus
piscis. a-b, DIC 20x,
c-d, DIC 40x, e,
esquema. hd-hilera
derecha, hi-hilera
izquierda, hm-hileras
medias, cc-cilios
caudales, ZAM-zona
adoral de
membranelas.
Barra de referencia =
30um.
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Litonotus fusidens

Este ciliado tiene su regién anterior mas angosta que la posterior, midi6 entre 70 y 98.6 um
de longitud por 33.6 - 34.8 um en la region mas ancha del cuerpo y alrededor de 8.4 um de
ancho en la regiéon mas adelgazada. La region bucal se ubica en la parte convexa, mismo
lugar donde se encuentran los extrusomas (toxicistos). Presenta alrededor de 28 cinetias (¢)
paralelas, no oblicuas y se le observa una vacuola contractil (vc) posterior. Tiene dos
macronucleos (ma) ubicados cerca de la region media del cuerpo. Se presentd en muestras
de agua de la primer recolecta (noviembre 2005) en cultivos de chicharo y en la muestra
original de musgo de la recolecta de marzo de 2007. Este registro es nuevo para cuevas a

nivel mundial y para México (Fig. 23).

Figura 23. Litonotus fusidens. a, DIC 40x, b, -
Contraste de fases 40x, c, DIC 40x in vivo con
verde de metilo, d, técnica de protargol (Silva-
Neto, 2000) 40x, e, esquema. c-cinetias, cl-cilios, :
ma-macronucleos, vc, vacuola contractil. Barra de e
referencia = 20um.
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Spathidium lionotiforme

Ciliado alargado con la regién anterior formando un cuello, midi6 entre 80 y 100 um

de longitud. El citostoma (cs) es ancho. Presenta en el cuello un borde ancho que

contiene extrusomas. Posee una vacuola contractil (vc) posterior y un macronucleo

(ma) alargado ubicado cerca de la regién del cuello. Fue muy escaso en la muestra

original de musgo de la recolecta de marzo de 2007, Unica en la que se registro. Este

registro es nuevo para cuevas a nivel mundial y en México (Fig. 24).

Figura 24. Spathidium lionotiforme. a-
b, Campo claro 20x in vivo con verde de
metilo, c, esquema. cl-cilios, cs-citostoma,
ma-macronucleo, vc-vacuola contractil.
Barra de referencia = 20um.
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Leptopharynx costatus

Este ciliado es alargado y presenta tres proyecciones (py) ventrales anteriores, midio
alrededor de 30 um de longitud. El citostoma (cs) se encuentra cerca de la region
media, presenta una vacuola contractil (vc) en el tercio posterior del cuerpo. No se le
observo el macronucleo. Se registro sélo en un cultivo de arroz correspondiente a una
muestra de suelo de la recolecta de marzo de 2007. Esta especie es un nuevo registro

para cuevas en el mundo y para México (Fig. 25).

Figura 25. Leptopharynx costatus. a-c, Campo claro 40x, d, esquema. cl-
cilios, py-proyecciones, cs-citostoma, vc-vacuola contractil. Barra de
referencia= 10um.
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Drepanomonas revoluta

Este ciliado es ovalado y midio entre 16.8 y 22.4 um de largo por 11.2 um de ancho.
Presenta en la regién anterior cuatro indentaciones (in) ventrales, ubicadas en la parte
concava del cuerpo. Posee un canal (ca) que recorre el cuerpo a lo largo, desde la region
anterior hasta tres cuartas partes del cuerpo. El citostoma (cs) se encuentra en la region
media del cuerpo al lado del cual se pueden presentar una o dos vacuolas contractiles
(vc). ElI macronucleo (ma) es ovoide y central. Se presentd en cultivos de chicharo
correspondientes a muestras de agua de las recolectas de noviembre de 2005 y junio de
2006, asi como en muestras originales de musgo de las recolectas de abril y junio de 2006.

Es un nuevo registro para cuevas a nivel mundial y en México (Fig. 26).

Figura 26. Drepanomonas
revoluta. a-e. in vivo con verde de
metilo, a, DIC 20x, b-e, DIC 40x, f,
esquema. ca-canal, cl-cilios, cs-
citostoma, in-indentaciones, ma-
macronucleo, vc-vacuolas
contractiles. Barra de referencia =
Spm.
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Colpoda aspera

Ciliado reniforme, midi6é entre 20.9 y 32 um de longitud por 10 - 19 um de anchura.
Presenta alrededor de 15 cinetias (c), la indentacioén (in), con cinco dientes, se encuentra
en la region anterior y abarca cerca de un tercio del largo del cuerpo. Presenta una
vacuola contractil (vc) posterior y un macronucleo (ma) ovoide cercano al citostoma
(cs) que se encuentra en una invaginacion lateral ubicada en la regién media. Tiene
vacuolas alimenticias (va) distribuidas en todo el cuerpo. Se encontrd en todos los
sustratos de todas las recolectas, desarrolldndose mejor en los cultivos con infusiones de
chicharo, medio RPMI 1640 y Chalkley. Es un registro nuevo en cuevas a nivel mundial
y para México (Fig. 27).

Figura 27. Colpoda aspera. a-b, DIC 40x, c, Contraste de fases 40x técnica de
protargol (Silva-Neto, 2000) destacando el numero de cinetias, d, Campo claro 40x
técnica de protargol (Silva-Neto, 2000) destacando el sistema argentofilo de
infraciliatura, e, esquema. c-cinetias, cl-cilios, cs-citostoma, ma-macronucleo, in-
indentacién, va-vacuolas alimenticias, vc-vacuola contractil. Barra de referencia = 5um.
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Colpoda colpidiopsis

Este ciliado es mas alargado que C. aspera, midié alrededor de 36 um de longitud por
21.6 um de anchura, la longitud de la indentacién (in) fue de 10.8 um. Posee alrededor de
14 cinetias (c) con cilios (cl) largos. Su indentacion abarca sélo una pequefia zona de la
region anterior, con cinco dientes. Presenta una vacuola contractil (vc) ovoide posteriory
vacuolas contractiles alargadas (vca) en el resto del cuerpo. Sélo se registrd su presencia
en un cultivo de paja de la muestra de suelo de la recolecta de marzo de 2007. Es un

nuevo registro en cuevas a nivel mundial y para México (Fig. 28).

Figura 28. Colpoda colpidiopsis. a-d, DIC 40x, e, esquema. c-cinetias, cl-cilios,
in-indentacion, vc-vacuola contréctil, vca-vacuolas contractiles alargadas. Barra de
referencia = 10um.
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Colpoda eucaudata

Ciliado redondeado, de las cuatro especies de este género registradas fue la mas
pequefia, midi6 entre 14 y 15 um de longitud por 10 - 12 um de anchura. Tiene alrededor
de 17 cinetias (c) con cilios (cl) largos. Presenta su citostoma (cs) en un vestibulo
relativamente largo pero poco profundo, casi a la mitad del cuerpo, de donde sale una
membrana (me) formada por un conjunto de numerosos cilios. La indentacion (in)
ocupa casi la mitad del cuerpo y tiene alrededor de 6 dientes. Presenta un macronucleo
(ma) ovoide que ocupa un area de cerca de un cuarto con respecto al area total del
cuerpo y se encuentra cerca del citostoma. Posee una vacuola contractil (vc) posterior.
Se presentd en cultivos de chicharo y paja de las muestras de agua de la primera
recolecta y la de octubre de 2006 y en cultivos de paja y maiz de musgo de las recolectas
de abril y junio de 2006. En general fue poco abundante. Es un registro nuevo en cuevas
para México y para el mundo (Fig. 29).

Figura 29. Colpoda eucaudata. a, DIC 20x, b-c, DIC 40x d, técnica de protargol
(Silva-Neto, 2000) destacando los cilios y el macronucleo 40x, e, esquema. c-cinetias,
cl-cilios, cs-citostoma, in-indentacién, ma-macronucleo, me-membrana, vc-vacuola
contractil. Barra de referencia = 5um.
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Colpoda inflata

Ciliado reniforme, midié entre 33.6 y 42 um de longitud por 28 - 33.6 um de anchura.
Presenta alrededor de 24 cinetias (c). El vestibulo donde se encuentra el citostoma (cs) es
ancho. Tiene ocho dientes y el area de la indentacion (in) abarca casi la mitad del cuerpo. El
macronucleo (ma) es ovoide y se encuentra cerca de la region media del cuerpo. Presenta una
vacuola contractil (vc) posterior y vacuolas alimenticias (va) en todo el cuerpo. Se present6 en
cultivos de chicharo de las muestras de agua de la primera recolecta de junio de 2007, en la
muestra original de suelo de la recolecta de junio de 2007 y en mayor abundancia en los
cultivos de maiz de musgo de las recolectas de abril y junio de 2007. Esta especie es un nuevo
registro en cuevas a nivel mundial y para México (Fig. 30).

Figura 30. Colpoda inflata. a-c, DIC 40x, d, técnica de
nitrato de plata destacando el sistema argentofilo de
infraciliatura 40x, e, esquema. c-cinetias, cl-cilios, cs-
citostoma, in-indentacién, ma-macronucleo, va-vacuolas
alimenticias, vc-vacuola contractil. Barra de referencia = 10um.




Coleps hirtus

Este ciliado tiene forma de barril, midié entre 39 y 40 um de longitud por 28 - 30 um de
anchura. El cuerpo presenta placas peliculares (pp) arregladas en dos grupos. En su borde
anterior tiene pequefias protuberancias, cilios (cl) y el citostoma (cs), mientras que en el
borde posterior tiene cuatro espinas (e) y un cilio caudal (cc). Presenta cilios y
proyecciones largas laterales (pl). En la regién media del cuerpo presenta una vacuola
contractil (vc) subecuatorial y el macronucleo (ma) ovoide que esta supraecuatorial. Sélo
se registré en la muestra original de musgo de la recolecta de abril de 2006 en baja
abundancia. Esta especie ha sido registrada en México, en una muestra de agua de Cueva
Chica, San Luis Potosi. En cuevas a nivel mundial no hay registros previos (Fig. 31).

Figura 31. Coleps hirtus. a-c, DIC 40x, d, DIC 40x in vivo con verde de metilo, e,
esquema. cc-cilio caudal, cl-cilios, cs-citostoma, e-espinas, ma-macronucleo, pl-
proyeccion lateral, pp-placas peliculares, vc-vacuola contractil. Barra de referencia =
10um.
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Paramecium caudatum

Ciliado alargado con forma de suela de zapato, midio entre 123.3 y 200.6 um de longitud
por 33.6 a 59 um de anchura. Posee una hendidura (h) larga. Tiene ciliatura uniforme, el
citostoma (cs) se encuentra en la regién media. Presenta tricocistos (tc) alrededor de todo el
cuerpo. Presenta dos vacuolas contractiles (vc) y diversas vacuolas alimenticias (va)
distribuidas en todo el cuerpo, tiene un macronucleo (ma) redondo y grande casi
englobando a un pequefio micronucleo (mi). Sélo se registr6 en baja abundancia en la
muestra original de musgo de la recolecta de marzo de 2007. Este es un nuevo registro para

Meéxico, a nivel mundial ya ha sido registrada en cuevas (Fig. 32).

Figura 32. Paramecium caudatum. a, DIC 40x, b, DIC 20x técnica de protargol
(Silva-Neto, 2000) destacando los tricocistos, ¢, Campo claro 20x técnica de protargol
(Silva-Neto, 2000), d, DIC 40x in vivo con verde de metilo, e, esquema. cl-cilios, cs-
citostoma, h-hendidura, ma-macronucleo, mi-micronucleo, tc-tricocistos, va-vacuolas
alimenticias, vc-vacuolas contractiles. Barra de referencia = 20um.
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Uronema nigricans

Ciliado ovoide alargado, midi6 entre 30.8 y 42 um de longitud y 11.2 - 14 um de anchura, la
longitud del cilio caudal fue de 14 um. Tiene alrededor de 10 cinetias (c). Se encuentra
truncado en la region anterior, formando un pequefio “chipote” desprovisto de cilios, en el
resto del cuerpo presenta cilios (cl) largos uniformes y un cilio caudal (cc) en la region
posterior. El macronucleo (ma) es alargado y estd ubicado en la regién anterior del cuerpo.
Posee una membrana ondulante que es dificil observar debido a su tamafio. Sélo se
encontré en un cultivo de chicharo de la muestra de guano de la recolecta de marzo de

2007. Es un nuevo registro en cuevas a nivel mundial y para México (Fig. 33).

Figura 33. Uronema nigricans. a-c. Técnica de protargol (Silva-Neto, 2000)
destacando el macronucleo y la ciliatura, a, DIC 20x b, Campo claro 40x, c, DIC 100x,
d, esquema. c, cinetias, cc-cilio caudal, cl-cilios, , ma-macronucleo. Barra de referencia

= 10pum.
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Cyclidium pellucidum

Ciliado ovoide con la regién anterior truncada, midio entre 16.8 y 22.4 um de longitud por
8.4 - 11.2 um de anchura, la longitud del cilio caudal fue de 11 - 15.4 ym. Tiene alrededor de
11 cinetias con cilios (cl) largos repartidos uniformemente en todo el cuerpo a excepcion de
la regién truncada. Presenta un cilio caudal (cc) muy largo. Posee una membrana paroral
(mo) que abarca poco méas de la mitad del cuerpo. EI macronucleo (ma) es ovoide y se
encuentra en la region anterior. Tiene una vacuola contractil (vc) posterior. Se present6 en
la muestra original de agua de la recolecta de junio de 2007 y en las muestras originales de
musgo de las recolectas de abril y junio de 2006 y marzo de 2007. Es un nuevo registro en
cuevas a nivel mundial y en México (Fig. 34).

Figura 34. Cyclidium
pellucidum. a, DIC
40x, b, DIC 20x, c-d,
DIC 40x in vivo con

verde de metilo, e,
esquema. cl-cilios, cc-
cilio caudal, ma-
macronucleo, mo-
membrana paroral, vc-
vacuola contractil. Barra
de referencia = 10um.
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Tetrahymena pyriformis

Ciliado piriforme, midié entre 28 y 40 um de longitud y 16.8 - 28 um de anchura, la
membrana paroral midi6 de 8.4 - 11.6 um de longitud por 2.6 - 5.6 um de anchura. Posee
alrededor de 14 cinetias (c). El citostoma (cs) se encuentra en la region anterior, es
pequefio y tiene una membrana paroral (mo) y tres membranelas (mm). EI macronucleo
(ma) es ovoide y central. Presenta una o varias vacuolas contractiles (vc) posteriores y
vacuolas alimenticias (va) repartidas en el cuerpo. Se encontré en cultivos de chicharo y
medio RPMI de agua de las recolectas de octubre de 2006 y junio de 2007, en cultivos de
chicharo de guano de la recolecta de marzo de 2007 y en un cultivo de chicharo de musgo

de junio de 2007. Es un registro nuevo en cuevas para México y el mundo (Fig. 35).

Figura 35. Tetrahymena pyriformis. a-b,
DIC 40x, c, DIC 40x in vivo con bicloruro de
magnesio, d, DIC 40x técnica de protargol (Silva-
Neto, 2000), e, esquema. c-cinetias, cs-citostoma,

ma-macronucleo, mm-membranelas, mo-
membrana paroral, va-vacuolas alimenticias, vc-
e vacuola contréctil. Barra de referencia = 10pum.
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Vorticella striata

Este peritrico presenta un peristoma (ps) de menor diametro que el cuerpo, midié de
longitud entre 16.8 y 35 um por 11.2 - 25.2 um de didmetro maximo del cuerpo y de 8.4 -
10.5 um de diametro del peristoma. Tiene una pelicula estriada (s). El labio peristomal (Ip)
Nno es muy grueso, no se alcanza a ver el disco peristomal. La union del cuerpo con el
peddnculo (p) es redondeada. EI macronucleo (ma) es transversal en forma de herradura.
La vacuola contractil (vc) esta ubicada debajo del peristoma y el infundibulo (if) llega a un
tercio del cuerpo quedando a un lado de la vacuola. Se presento6 en cultivos de agua de la
recolecta de junio de 2006 y en cultivos de chicharo de la muestra de guano de la recolecta

de marzo de 2007. Es un nuevo registro en cuevas a nivel mundial y para México (Fig. 36).

Figura 36. Vorticella striata. a-d, DIC 40x, e, esquema. if-infundibulo, Ip-labio
peristomal, ma-macronucleo, p-pedlnculo, ps-peristoma, s-estriaciones, vc-
vacuola contractil. Barra de referencia = 10pum.

56



Vorticella globosa
Este peritrico, al igual que la otra especie de este género, presenta un peristoma (ps) de
menor diametro que el cuerpo, midi6 de longitud entre 22.4 y 42 um, el diametro maximo
del cuerpo estuvo entre 14 - 25.2 um y el diametro del peristoma entre 11.2 y 14 pym. Tiene
una pelicula estriada (s). Presenta un disco peristomal (dp) convexo y elevado. El labio
peristomal es delgado (Ip). La unidn con el pedunculo (p) es redondeada. EI macronucleo
(ma) es ancho en forma de herradura y cruza transversalmente el cuerpo. Presenta una
vacuola contractil (vc) ubicada a un tercio del cuerpo por debajo del peristoma, el
infundibulo (if) llega hasta el centro del zooide. Se present6 en cultivos de chicharo de la
muestra de agua de la primera recolecta y de la de octubre de 2006 y en cultivos de maiz,
pajay en la muestra original de musgo de la recolecta de junio de 2006. Es un nuevo registro
en cuevas a nivel mundial y para México (Fig. 37).

Figura 37. Vorticella globosa. a-c, DIC 40x, d, DIC 40x in vivo con verde de metilo,
e, esquema. dp-disco peristomal, if-infundibulo, Ip-labio peristomal, ma-macronucleo,
p-pedunculo, ps-peristoma, s-estriaciones, vc-vacuola contractil. Barra de referencia =
10pum.
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Vahlkampfia sp.

Gimnamoeba monopodial. Midi6 de 25 — 35 pm de longitud por 10 — 15 um de
anchura. Presenta un uroide (u) pequefio y sencillo. ElI endoplasma (ed) ocupa la
region posterior y el ectoplasma (ec) la mitad anterior. Es binucleada (n). Se encontro
en la muestra de agua de la recolecta de octubre de 2006 y en las muestras de guanoy
musgo de la recolecta de junio de 2006, en cultivos con infusiones de chicharo, maiz y

peptona (Fig. 38).

Figura 38.
Vahlkampfia sp.
a-b. Campo claro a,

20x, b, 40x, c-d, DIC

40x, ¢, amibay Bodo,
e, esquema. ec-
ectoplasma, ed-
endoplasma, n-

nacleos, u-uroide.
Barra de referencia =
10um.
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Naegleria sp.
Gimnamoeba monopodial con forma limax, midié de 10 — 20 um de longitud por 5 um de
anchura. Presenta un pequefio uroide (u). El endoplasma (ed) abarca so6lo tres cuartas
partes del cuerpo, el resto es el ectoplasma (ec). Presenta un nucleo (n) muy conspicuo y
vacuolas contractiles (vc) en la region posterior. Puede tener una fase flagelar. Se encontro
principalmente en los cultivos con infusion de peptona de las muestras de agua y guano de
la recolecta de noviembre de 2005 y de octubre de 2006 (Fig. 39).

Figura 39.
Naegleria sp. a-
d, DIC 40x, e,
esguema. ec-
ectoplasma, ed-
endoplasma, n-
nucleo, u-uroide,
vc-vacuolas
contractiles. Barra
de referencia =
Spm.
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Tetramitus sp.

El ciclo de vida de esta especie involucra dos fases: la ameboide y la flagelar, de las cuales
sblo se observo la segunda. Esta fase corresponde a un flagelado alargado elipsoide, midié
entre 21 y 24.5 ym de longitud por 7 — 10.5 pm de anchura. Tiene cuatro flagelos
anteriores (fa) de diferente tamafio, el citostoma (cs) tiene forma de surco y se encuentra
en esta misma region. Presenta un nudcleo (n) redondo y central. Fue abundante en los
cultivos de peptona de muestras tanto de agua de la recolecta de octubre de 2006 como de
guano de junio de 2007 (Fig. 40).

Figura 40. Tetramitus sp. a-d, DIC 40x, e, esquema. cs-citostoma, fa-flagelos
anteriores, n-nucleo. Barra de referencia = 5um.
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Hartmannella vermiformis

Gimnamoeba monopodial alargada y delgada, midi6 de 30 -40 um de longitud por 3 — 10
pum de anchura. Sin un uroide (u) prominente. Una pequefia parte de la region anterior
esta formada por el ectoplasma (ec), el resto es el endoplasma (ed) que contiene al nucleo
(n) en posicion casi central y una o varias vacuolas contractiles (vc). Se presentd en
cultivos de chicharo, tanto de agua de la recolecta de noviembre de 2005 como de suelo
de abril de 2006. Es un nuevo registro en cuevas para México y a nivel mundial (Fig. 41).

Figura 41. Hartmannella
vermiformis. a-f, DIC 40x
secuencia de movimiento, g,
esquema. ec-ectoplasma, ed-

endoplasma, n-ndcleo, u-
uroide, vc-vacuola contractil.

Barra de referencia = 10um.
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Thecamoeba sp.
Gimnamoeba rugosa (morfotipo segun Smirnov y Goodkov, 1999) oblonga, midi6 entre

30 y 45 um de longitud por 20 — 30 um de anchura. El endoplasma (ed) se encuentra
hacia el centro de la célula dejando una pequefa franja alrededor donde se encuentra el
ectoplasma (ec). Tiene un nucleo (n) central y una o dos vacuolas contractiles (vc)

posteriores muy conspicuas. Fue escasa, solo se present6 en la muestra original de musgo
de la recolecta de junio de 2007 (Fig. 42).

Figura 42. Thecamoeba sp. a-d, DIC
40x secuencia de movimiento, e,
esquema. ec-ectoplasma, ed-
endoplasma, n-ndcleo, vc-vacuolas
contractiles. Barra de referencia = 10pum.
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Mayorella sp.

Amiba mayorelida (morfotipo segin Smirnov y Goodkov, 1999), midi6 entre 70 y 80 um
de longitud por 30 — 50 um de anchura. El endoplasma (ed) ocupa practicamente toda la
célula, el ectoplasma (ec) se encuentra restringido principalmente a los pseudépodos (pd),
gue pueden ser de cuatro a nueve, tienen forma cénica y son casi del mismo tamafo.
Presenta mucha materia organica en el endoplasma y puede tener un namero variable de
vacuolas contractiles (vc), habiendo en algunos casos una posterior de mayor tamafio que
el resto. No se observo el nucleo. Se presenté en cultivos de maiz y Chalkley asi como en la
muestra original del musgo de la recolecta de abril de 2006 (Fig. 43).

Figura 43. Mayorella sp. a-d, DIC
40x, e, esquema. ec-ectoplasma, ed-
endoplasma, pd-pseudépodo, vc-
vacuola contractil. Barra de
referencia = 20um.
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Lingulamoeba sp.

Gimnamoeba lingulada (morfotipo segun Smirnov y Goodkov, 1999). Es una amiba muy
pequefia con respecto a las arriba descritas, midi6 entre 10 y 15 um de longitud por 5 —10
um de anchura. El endoplasma (ed) se concentra en la regién posterior y contiene mucha
materia organica mientras que el ectoplasma (ec) se encuentra en la region anterior. No
se observo el nucleo. Se encontro escasa en los cultivos de peptona de la muestra de agua

y en la muestra original de musgo de la recolecta de marzo de 2007 (Fig. 44).

Figura 44. Lingulamoeba sp. a-c,
Campo claro 40x secuencia de
movimiento, d, esquema. ec-
ectoplasma, ed-endoplasma. Barra de
referencia = 5pm.
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Acanthamoeba sp.

Gimnamoeba acantopodiana (morfotipo segin Smirnov y Goodkov, 1999), midi6é de 30
a 40 pm de longitud por 15 — 25 um de anchura. El endoplasma (ed) ocupa
practicamente toda la célula y contiene varias vacuolas contractiles (vc) pudiendo haber
una de mayor tamafo. Presenta numerosos acantépodos (ac) formados por el
ectoplasma (ec). Se encontré en un cultivo de maiz y en la muestra original de musgo y
en un cultivo de peptona de la muestra de guano de la recolecta de junio de 2006 (Fig.
45).

Figura 45. Acanthamoeba sp. a-e, DIC 20x, b-e,
secuencia de movimiento, f, esquema. ac-
acantopodo, ec-ectoplasma, ed-endoplasma, vc-
vacuola contractil. Barra de referencia = 10um.

65



Arcella sp.

Amiba con testa (t) de tectina, esférica y transparente, midié entre 15 y 20 um de
diametro. Tiene la apertura central de la cual salen algunos lob6podos elongados. Posee
un nucleo (n) casi central. Se encontrd en un cultivo de trigo de una muestra de musgo

de la recolecta correspondiente a abril de 2006 (Fig. 46).

Figura 46. Arcella sp. a-
b, DIC 40x, c, esquema. n-
nucleo, t-testa. Barra de
referencia = 5um.
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Cryptodifflugia sp.

Amiba pequefa con testa (t) ovoide, delgada y lisa. Midié entre 10 y 15 um de longitud
por 5 — 10 um de anchura. Tiene una apertura (ap) apical cuyo diametro es un poco
menor al ancho de la teca, de donde salen pocos pseuddpodos largos y delgados. Sobre la
testa se pueden observar algunas pequefias particulas y granos refractantes. Presenta un
nacleo (n). Se encontr6 en un cultivo de chicharo de la muestra de guano

correspondiente a la recolecta de marzo de 2007 (Fig. 47).

Figura 47. Cryptodifflugia sp. a-b, DIC 40x, c, esquema. ap-apertura de la
testa, n-nucleo, t-testa. Barra de referencia = 5um.
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Difflugia sp.

Amiba con una testa (t) ovoide constituida por materia agregada que le da un aspecto
rugoso o granulado. Midié de 20 — 30 um de diametro desde una vista superior. Tiene
una apertura (ap) terminal, de diametro de la mitad del ancho de la testa, con dientes
(de) de mediano tamafio. De esta apertura salen pocos lob6podos (Ib). El citoplasma
llena practicamente toda la testa. Se presenté en baja abundancia en un cultivo de
chicharo de una muestra de agua de la recolecta de noviembre de 2005 y en la muestra

original de musgo de la recolecta de abril de 2006 (Fig. 48).

Figura 48. Difflugia sp. a-b,
DIC 40x, c, esquema. ap-apertura
de la testa, de-dientes, Ib-
lob6podo, t-testa. Barra de
referencia = 10um.
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Cyclopyxis eurystoma var. parvula

Amiba con testa (t) esférica cuyo diametro midié de 30 — 40 um. La testa se constituye de
finos granos de materia organica y presenta una apertura (ap) excéntrica, cuyo didmetro
es casi igual al ancho de la testa, de donde salen pocos pseudépodos (pd) largos y
delgados. Sélo se encontré en musgo, tanto en la muestra original como en cultivos de
maiz con paja de la recolecta de marzo de 2007 y en cultivos de Chalkley de abril de
2006, siendo escasa en todos los casos. Este es un primer registro en cuevas para el

mundo y para México (Fig. 49).

Figura 49. Cyclopyxis eurystoma var. parvula.
a-b, DIC 40x in vivo con verde de metilo, c-d, DIC
40x, e, esquema. ap-apertura de la testa, pd-
pseudopodo, t-testa . Barra de referencia = 10um.
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Tracheleuglypha dentata

Amiba con testa (t) ovoide clara y con placas siliceas (pls) redondeadas, midi6 de 40 -
50 um de longitud por 20 — 30 um de anchura. Presenta una apertura (ap) oral con
proyecciones formando un collar dentado (de). Sélo se presentd en la muestra original
de musgo de la recolecta de abril de 2006, en la cual fue abundante. Este es un nuevo

registro en cuevas a nivel mundial y para México (Fig. 50).

Figura 50. Tracheleuglypha dentata. a-c, DIC 40x, d, esquema. ap-

apertura de la testa, de-dientes, pls-placas siliceas, t-testa. Barra de
referencia = 10um.
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Euglypha filifera

Amiba con una testa (t) ovoide y con placas (pls) siliceas, midié de longitud entre 65y 75
pm de longitud y de 30 — 40 um de anchura, la longitud de las espinas fue de 15 - 20 um.
La apertura (ap) es apical y su margen es dentado (de). Puede observarse un collar de
materia organica (cmo) en la region superior de la testa. Tiene espinas siliceas (es) largas
gue salen en grupos de dos y se distribuyen de manera uniforme alrededor de toda la
testa, son alrededor de 11 pares. Se encontro en la muestra original de musgo y en cultivos
de maiz y Chalkley de la recolecta de abril de 2006. Es un nuevo registro en cuevas a nivel
mundial y en México (Fig. 51).

Figura 51. Euglypha filifera. a, DIC 20x, b-d,
DIC 40x, e, esquema. ap-apertura de la testa, cmo-
collar de materia organica, de-dientes, es-espinas
siliceas, pls-placas siliceas, t-testa. Barra de
referencia = 20um.
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Trinema sp.
Amiba con testa (t) ovoide y transparente con placas pequefias, de longitud midié entre

30y 40 um por 20 — 25 um de ancho. La apertura (ap) es circular y se encuentra cargada
hacia un lado, su diametro abarca casi tres cuartas partes del ancho de la testa. De esta
apertura salen numerosos filépodos (fl). Se encontré poco abundante en un cultivo de
peptona de suelo de la recolecta de octubre de 2006 y en la muestra original de musgo de
abril de 2006 (Fig. 52).

Figura 52. Trinema sp. a-c, DIC 40x, d, DIC
20x, e, esquema. ap-apertura de la testa, fl-
filopodos, t-testa. Barra de referencia = 10pum.
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Chlamydophrys sp.

Amiba con testa (t) ovoide y transparente, midié de 40 — 50 um de longitud y de 20 — 30
pum de anchura. La apertura (ap) es pequefia y de ella salen numerosos filépodos (fl) largos
(de aproximadamente la mitad del largo de la testa). Al interior de su testa se puede
observar el citoplasma cargado de materia organica. Se encontré muy escasa en la muestra

original de musgo correspondiente a la recolecta de marzo de 2007 (Fig. 53).

Figura 53. Chlamydophrys sp. a, DIC 40x, b, esquema. ap-apertura de la
testa, fl-fildpodos, t-testa. Barra de referencia = 10um.
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Actinophrys sol
Heliozoo con numerosos axépodos (ax) de la misma longitud, midié de diametro entre 14 y

33.6 um, los axépodos midieron de 14 a 36.4 um. El ectoplasma (ec) es altamente vacuolado
(vc) y el endoplasma (ed) es granulado. Se encontr6 escaso en cultivos de chicharo de la
muestra de agua de la primera recolecta y en la muestra original de musgo de la recolecta de
abril de 2006. Esta especie ya ha sido registrada en cuevas a nivel mundial mientras que

para México es un nuevo registro (Fig. 54).

Figura 54. Actinophrys sol. a, DIC
20x, b-c, DIC 40x, d, Contraste de
fases, 40x, e, esquema. ax-axépodos,
ec-ectoplasma, ed-endoplasma, vc-
vacuola contractil. Barra de referencia =
10pm.

74



1.2 Posiciéon taxondmica de las especies registradas.

Reino PROTOZOA Goldfuss, 1818
Phylum EUGLENOZOA cCavalier-Smith, 1981
Clase EUGLENOIDEA Butschli, 1884
Orden EUGLENIDA Butschli, 1884
Suborden EUGLENINA Butschli, 1884
Astasia sp. Dujardin, 1830
Distigma sp. Ehrenberg, 1838
Suborden HETERONEMATINA Leedale, 1967
Familia ¢?
Entosiphon sp. Stein, 1878
Heteronema sp. Dujardin, 1841
Peranema sp. Dujardin, 1841
Clase DIPLONEMEA cavalier-Smith, 1993
Orden KINETOPLASTEA Honigberg, 1963
Suborden BODONINA Hollande, 1952
Familia BODONIDAE Biitschli, 1887
Bodo sp. Ehrenberg, 1830

Phylum ¢?

Cercomonas sp. Dujardin, 1841

Phylum CILIOPHORA Doflein, 1901
Subphylum INTRAMACRONUCLEATA Lynn, 1996
Clase SPIROTRICHEA Biitschli, 1889
Subclase HYPOTRICHIA Stein, 1859
Orden EUPLOTIDA Smally Lynn, 1985
Suborden EUPLOTINA Smally Lynn, 1985
Familia ASPIDISCIDAE Ehrenberg, 1838
Aspidisca cicada (Muller, 1786)
Familia EUPLOTIDAE Ehrenberg, 1838
Euplotes sp. Ehrenberg, 1830



Subclase STICHOTRICHIA Smally Lynn, 1985
Orden SPORADOTRICHIDA Fauré-Fremiet, 1961
Familia OXYTRICHIDAE Ehrenberg, 1838
Oxytricha fallax stein, 1859
Orden UROSTYLIDA Jankowski, 1979
Familia PSEUDOKERONOPSIDAE Borror y Wicklow, 1983
Subfamilia PSEUDOKERONOPSINAE Borror y Wicklow, 1983
Pseudokeronopsis flavicans (Kahl, 1932)
Familia UROSTYLIDAE Butschli, 1889
Uroleptus piscis (Miller, 1786)
Clase LITOSTOMATEA Smally Lynn, 1981
Subclase HAPTORIA Corliss, 1974
Orden PLEUROSTOMATIDA Schewiakoff, 1896
Familia LITONOTIDAE Kent, 1882
Litonotus fusidens Kahl, 1926
Orden HAPTORIDA Corliss, 1974
Familia SPATHIDIIDAE Kahl en Doflein y Reichenow, 1929
Spathidium lionotiforme Kanl, 1930
Clase NASSOPHOREA smally Lynn, 1981
Orden MICROTHORACIDA Jankowsky, 1967
Familia MICROTHORACIDAE Wrzesniowski, 1870
Leptopharynx costatus Mermod, 1914
Drepanomonas revoluta Penard, 1922
Clase COLPODEA small y Lynn, 1981
Orden COLPODIDA de Puytorac et al., 1974
Familia COLPODIDAE Bory de St. Vincent, 1826
Colpoda aspera (Kahl, 1926)
Colpoda colpidiopsis (Kahl, 1931)
Colpoda eucaudata (Liebmann, 1936)
Colpoda inflata (Stokes, 1884)
Clase PROSTOMATEA Schewiakoff, 1896
Orden PRORODONTIDA Corliss, 1974
Familia COLEPIDAE Ehrenberg, 1838
Coleps hirtus (Mdller, 1786)



Clase OLIGOHYMENOPHOREA de Puytorac et al., 1974
Subclase PENICULIA Fauré-Fremiet en Corliss, 1956
Orden PENICULIDA Fauré-Fremiet en Corliss, 1956
Suborden PARAMECIINA Jankowski en Small y Lynn, 1985
Familia PARAMECIIDAE Dujardin, 1840
Paramecium caudatum Ehrenberg, 1838
Subclase SCUTICOCILIATIA Small, 1967
Orden PHILASTERIDA Small, 1967
Familia URONEMATIDAE Thompson, 1964
Uronema nigricans (Miiller, 1786)
Orden PLEURONEMATIDA Fauré-Fremiet en Corliss, 1956
Familia CYCLIDIIDAE Ehrenberg, 1838
Cyclidium pellucidum Kahl, 1931
Subclase HYMENOSTOMATIA Delage y Hérouard, 1896
Orden HYMENOSTOMATIDA Delage y Hérouard, 1896
Suborden TETRAHYMENINA Fauré-Fremiet en Corliss, 1956
Familia TETRAHYMENIDAE Corliss, 1952
Tetrahymena pyriformis (Ehrenberg, 1931)
Subclase PERITRICHIA stein, 1859
Orden SESSILIDA Kahl, 1933
Familia VORTICELLIDAE Ehrenberg, 1838
Vorticella striata Dujardin, 1841

Vorticella globosa Ghosh, 1922

Phylum ¢?
Clase HETEROLOBOSEA Page y Blanton, 1985
Orden SCHIZOPYRENIDA Singh, 1952
Familia VAHLKAMPFIIDAE Jollos, 1917
Vahlkampfia sp. Chatton y Lalung-Bonnaire, 1912
Naegleria sp. Alexeieff, 1912
Tetramitus sp. Perty, 1852

Phylum ¢?
Orden EUAMOEBIDA Lepsi, 1960



Familia HARTMANNELLIDAE Volkonsky, 1931
Hartmannella vermiformis Page, 1967

Familia THECAMOEBIDAE Schaeffer, 1926
Thecamoeba sp. Fromentel, 1874

Familia PARAMOEBIDAE Poche, 1913
Mayorella sp. Schaeffer, 1926

Familia VANNELLIDAE (Bovee, 1970)
Lingulamoeba sp. Sawyer, 1975

Orden CENTRAMOEBIDA

Familia ACANTHAMOEBIDAE Sawyer y Griffin, 1975

Acanthamoeba sp. Sawyer y Griffin, 1975

Phylum ¢?
Orden ARCELLINIDA Kent, 1880
Suborden ARCELLINA Haeckel, 1984
Familia ARCELIIDAE Ehrenberg, 1843
Arcella sp. Ehrenberg, 1832
Suborden PHRYGANELLINA Bovee, 1985
Familia CRYPTODIFFLUGIDAE Jung, 1942
Cryptodifflugia sp. Penard, 1890
Suborden DIFFLUGINA Meisterfeld en Lee, 2000
Familia DIFFLUGIIDAE walich, 1864
Difflugia sp. Leclerc, 1815
Familia TRIGONOPYXIDAE Loeblich y Tappan, 1964
Cyclopyxis eurystoma var. parvula Bonnety Thomas, 1960

Phylum ¢?
Orden EUGLYPHIDA Copeland, 1956
Familia EUGLYPHIDAE wallich, 1864
Euglypha filifera penard, 1902
Tracheleuglypha dentata (Penard, 1890)
Familia TRINEMATIDAE Hoogenraad y De Groot, 1940
Trinema sp. Dujardin, 1841



Phylum ¢?
Familia CHLAMYDOPHRYIDAE de Saedeleer, 1934
Chlamydophrys sp. Cienkowsky, 1876

Phylum HELIOZOA Haeckel, 1866
Orden CENTROHELIDA Kiihn, 1926
Familia ACTINOPHRYIDAE Claus, 1874
Actinophrys sol Ehrenberg, 1830

1.3 Comparacioén de la diversidad de protozoos entre los biotopos.

La rigqueza especifica de protozoos para cada biotopo se observa en la
tabla 2 y en la figura 55. La mayor riqueza especifica correspondi6 al musgo con
30 especies y la menor riqueza se presento en el suelo con 10 especies (Fig. 56a).

La distribucion de las especies por biotopo se muestra en la tabla 3,
donde se observa que algunas especies fueron registradas s6lo en un biotopo, en
el caso del agua hubo dos flagelados (Distigma sp. y Peranema sp.), mientras
gue para el suelo hubo tres ciliados que s6lo se encontraron en este sustrato
(Euplotes sp., Leptopharynx costatus y Colpoda colpidiopsis). En lo que
respecta al guano, s6lo hubo un ciliado (Uronema nigricans) y una amiba
testada viviendo exclusivamente sobre €l (Cryptodifflugia sp.). En el musgo fue
donde se encontr6 el mayor namero de especies exclusivas de este sustrato, una
de las cuales fue un flagelado (Entosiphon sp.), cuatro fueron ciliados
(Aspidisca cicada, Spathidium lionotiforme, Coleps hirtus y Paramecium
caudatum), dos correspondieron a amibas desnudas (Thecamoeba sp. y
Mayorella sp.) y cinco a amibas testadas (Arcella sp., Cyclopyxis eurystoma
var. Parvula, Tracheleuglypha dentata, Euglypha filifera y Chlamydophrys
sp.) (Fig. 56b).

Solo dos especies se encontraron viviendo sobre todos los sustratos y

fueron Bodo sp., que es un flagelado y el ciliado Colpoda aspera.



Tabla 2. Riqueza especifica de protozoos de vida libre encontrados en cada
biotopo de la Cueva de Los Riscos en las seis recolectas (noviembre 2005-junio
2007).

AGUA SUELO GUANO MUSGO
Flagelados 6 2 4 2
Ciliados 12 6 4 15
Amibas desnudas 5 1 4 5
Amibas testadas 1 1 1 7
Heliozoos 1 0] 0 1
TOTAL 25 10 13 30
16
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Figura 55. Riqueza especifica de protozoos de vida libre en cada biotopo de la cueva de Los
Riscos.



Tabla 3. Cuadro comparativo de protozoos de vida libre encontrados en los
distintos sustratos estudiados en la Cueva de Los Riscos, Qro., México.

Género-Especie/Biotopo Agua Suelo Guano Musgo
FLAGELADOS
Astasia sp. X X
Distigma sp. X
Entosiphon sp. X
Heteronema sp. X X X
Peranema sp. X
Bodo sp. X X X X
Cercomonas sp. X X
CILIADOS
Aspidisca cicada3 X
Euplotes sp. X
Oxytricha fallax3 X X
Pseudokeronopsis flavicans3 X X X
Uroleptus piscis3 X X
Litonotus fusidens3 X X
Spathidium lionotiformes X
Leptopharynx costatus3 X
Drepanomonas revoluta3 X X
Colpoda asperas X X X X
Colpoda colpidiopsis3 X
Colpoda eucaudata3 X X
Colpoda inflata3 X X X
Coleps hirtust X
Paramecium caudatum?2 X
Uronema nigricans3 X
Cyclidium pellucidums X X
Tetrahymena pyriformis3 X X X
Vorticella striata3 X X
Vorticella globosa3 X X



Género-Especie/Biotopo Agua

Suelo

Guano

Musgo

AMIBAS DESNUDAS
Vahlkampfia sp.
Naegleria sp.

Tetramitus sp.

X X X X

Hartmannella vermiformis3
Thecamoeba sp.

Mayorella sp.
Lingulamoeba sp. X

Acanthamoeba sp.

AMIBAS TESTADAS
Arcella sp.
Cryptodifflugia sp.
Difflugia sp. X
Cyclopyxis eurystoma var. parvula3
Tracheleuglypha dentata3
Euglypha filiferas3
Trinema sp.
Chlamydophrys sp.

HELIOZOOS
Actinophrys sol? X
X — Biotopo donde se encontroé el género o la especie
1. Nuevo registro mundial en cuevas

2. Nuevo registro en cuevas para México
3. Nuevo registro en cuevas mundial y para México

X

X

X X X X X

X X X X X X



Total de especies encontradas en cada biotopo
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Figura 56. a, Total de especies encontradas en cada biotopo, b, nGmero de especies exclusivas
de un biotopo.

2. PROTOZOOS ENDOPARASITOS DE MURCIELAGOS

En total se recolectaron 29 murciélagos hematofagos, de los cuales 23
corresponden a la especie Dyphilla eucaudata y cinco a la especie Desmodus
rotundus; un murciélago no fue identificado (Tabla 4). Se realiz6 el frotis de la
sangre obtenida de 25 murciélagos y a 23 se les hizo la prueba de
hemoaglutinacion. Se realizo el corte histologico de siete corazones, de los
cuales se obtuvieron 121 preparaciones tefiidas (Tabla 5).



Tabla 4. Datos de las recolectas para protozoos endoparasitos de murciélagos

2006 2007

BIOTOPO Junio Octubre Marzo Junio Octubre

Murciélago Nimero de Individuos
Diphyla

Py 2 NC 19 1 1
eucaudata
Desmodus

NC 1 4 NC NC

rotundus
&? NC NC NC NC 1

NC — No recolectado

Tabla 5. Pruebas realizadas para diagnéstico de parasito

NR- Prueba no realizada

TOTAL DE SEXO No. de murciélagos a los que se les aplicé la prueba de:
ESPECIE FECHA INDIVIDUOS MACHOS | HEMBRAS HEMO_ CORTE
RECOLECTADOS FROTIS AGLUTINACION HISTOLOGICO
Dyphilla 2006 Junio 2 2 0 2 NR 2
eucaudata 2007 Marzo 19 3 1?7 15 18 18 2
Junio 1 0 1 NR NR 1
Octubre 1 1 0 NR NR 1
Desmodus 2006 Octubre 1 0 1 1 1 NR
rotundus 2007 Marzo 4 3 1 4 4 NR
Sp??? 2007 Octubre 1 0 1 NR NR 1




En ninguno de los frotis realizados se encontraron paréasitos, mientras
que en los papeles filtro procesados con la técnica de hemoaglutinacion
indirecta cuantitativa se encontraron solo tres muestras correspondientes a los
murciélagos D. eucaudata, recolectados en junio de 2006 y D. rotundus,
recolectado en octubre de ese mismo afo, que apenas superaron el limite de
reactividad (un individuo de D. eucaudata tuvo 1:32 y el otro 1:64, al igual que
el individuo de D. rotundus) pudiéndose considerar como positivos; en el resto
de las muestras estuvo por debajo de esto, dando resultados negativos. En
cuanto a los cortes histologicos de corazén revisados al microscopio, también se
obtuvieron resultados negativos al no encontrarse ninguna fase del ciclo de vida
del paréasito tripanosoméatido. En la ultima recolecta se encontré una tercera
especie de murciélago, que no estaba registrada para la cueva ni habia sido
capturada en las recolectas anteriores, de la cual se sacrificd a un individuo al
gue se le extrajo el corazdn para realizar los cortes histoldgicos, en ninguno de

los cuales se encontro evidencia de la presencia del parasito.



VII.DISCUSION

A la fecha, el nimero de cuevas exploradas en México para realizar el
registro de protozoos es escaso y no existen trabajos orientados a la
comparacion de la riqueza especifica en diferentes biotopos. Para el caso de la
cueva de los Riscos, en el presente trabajo se identificaron 24 especies y 20
géneros de protozoos de vida libre distribuidos en los distintos sustratos. Como
se puede observar en la tabla 2 y figura 55, el biotopo donde se presenté la
mayor diversidad de ciliados y amibas testadas fue el musgo, mientras que el
numero de especies de amibas desnudas fue igual en el musgo y el agua; en el
caso de los flagelados, fueron mas abundantes en la muestra de agua. El biotopo
con el menor numero de especies fue el suelo, en donde el grupo de protozoos
con el mayor registro de especies estuvo representado por los ciliados (Fig. 56a).

En realidad el sustrato “universal” es el agua, ya sea que esté sobre el
suelo 0 musgo, pues en si donde viven los protozoos es en esa delgada pelicula
de agua que se forma sobre estos sustratos, la diferencia estd en quien aporta los
nutrientes.

En general las especies de protozoos se distribuyeron en dos o mas
sustratos, sin embargo como se puede observar en la figura 56b, existen pocas
especies que viven exclusivamente sobre el agua, suelo o guano y su distribucién
fue muy notoria: dos especies de flagelados se presentaron sélo en el agua,
mientras que en el suelo las especies observadas exclusivamente en ese sustrato
correspondieron a ciliados; en el guano las especies exclusivas que se
presentaron fueron un ciliado y una amiba testada. El caso del musgo destaca
por el gran nimero de especies que lo habitaron y que incluye a representantes
de todos los grupos: flagelados, ciliados, amibas desnudas, testadas y heliozoos
(Tabla 3). Esto se puede explicar debido a que el musgo aporta una gran
cantidad de nutrientes comparado con los demas biotopos, que le permiten
sostener comunidades mas grandes, por ejemplo de ciliados, que no podrian
mantenerse con el pequefio aporte energético de otro biotopo.

Se registraron dos especies distribuidas en todos los sustratos, que

corresponden a un flagelado y a un ciliado (Bodo sp. y Colpoda aspera), que



toleran amplios intervalos de condiciones y por tanto se adaptan facilmente a
cualquier sustrato que les proporcione lo minimo para vivir.

Es facilmente entendible que el biotopo mas diverso (y abundante para
algunos grupos) sea el musgo, debido a que es el Unico biotopo que provee a los
protozoos de una cantidad constante de nutrientes proporcionados por medio
de la planta en si y sus reacciones de fotosintesis, sin embargo sélo se encontré
en la boca y cerca de las entradas de la cueva, debido a su dependencia de la luz
solar para sobrevivir.

Ya que las plantas superiores no pueden vivir en la obscuridad total y
permanente, la cual impera en las profundidades de las cuevas, entonces la
fauna debe de encontrar otra fuente de alimento, mismo que es escaso con
frecuencia. Las hojas, ramas y suelo que lleva el viento a las cuevas o son
arrastradas por corrientes de agua, constituyen una de las fuentes alimenticias
mas importantes. La otra fuente de igual provecho la proveen los murciélagos
en forma de guano. Los habitos alimenticios de los murciélagos pueden ser
frugivoros, insectivoros, polinivoros, nectarifagos, hematéfagos, carnivoros e
incluso piscivoros, siendo por ello, que entre los demas habitantes cavernicolas
sean los que aporten mayor cantidad de material organico a las cuevas
(Hoffmann et al., 1986). Aln asi en este estudio el guano presentd muy baja
diversidad en general, aunque esto podria ser entendible al considerar que las
dos especies de murciélagos que habitan esta cueva (Desmodus rotundus y
Dyphilla eucaudata) son de habitos hematofagos, por lo que, las caracteristicas
del guano podrian resultar un tanto mas hostiles para el establecimiento de los
distintos grupos de protozoos.

Aunque se considera que en un cuerpo de agua que se encuentra al
interior de una cueva hay condiciones muy limitantes debido a que la ausencia
de luz no permite la existencia de organismos fotosintetizadores (Morales-
Malacara y Vazquez, 1983) para todos los grupos de protozoos encontrados en
las muestras de agua de los Riscos, su diversidad super6 a la encontrada en
suelo y guano. Para este estudio se tomaron muestras de agua tanto de charcos
como del gour de agua permanente y al menos en el caso del gour la alta
diversidad se puede explicar por la presencia de grupos de vertebrados como
peces, quienes junto con algunos otros metazoos formaban una biocenosis que

permitia el flujo y reciclaje constante de los escasos nutrientes. Esto se pudo



comprobar al muestrear en distintas ocasiones el gour, ya que en la primera
ocasién se encontré una poblacion mediana de peces (de alrededor de 10
individuos) y en los cultivos se registr6 una gran abundancia de ciliados,
mientras que en los subsecuentes muestreos, ésta poblacion de peces fue
disminuyendo hasta desaparecer, lo que a su vez se tradujo en los cultivos como
una disminucién en la diversidad y abundancia de protozoos encontrados. Cabe
recordar que este cuerpo de agua se encontraba en una zona de total
obscuridad, que por tanto no tenia aporte energético de organismos
fotosintetizadores.

Por otra parte los microhabitats pueden ser vistos como islas miniatura
que son rapidamente colonizados por protozoos, donde el namero total de
especies sigue una curva de crecimiento con forma de S durante el tiempo. El
numero de especies colonizadoras decrece con el tiempo debido a que los nichos
ecoldgicos disponibles son rapidamente ocupados (Bamforth, 1985). Este puede
ser el caso de los pequeiios charcos de agua que se formaban en las distintas
zonas de la cueva donde el determinante puede ser que se agota el alimento,
ademas de que el agua tiende a evaporarse y a la larga el charco disminuira su
tamarfo hasta secarse y desaparecer, con posibilidad de la formacion de quistes
gue colonizaran otros habitats cuando haya condiciones favorables.

Si se observa lo que ocurre en otras cuevas donde se han estudiado las
poblaciones de protozoos, como es el caso de las grutas de Aguacachil en Taxco,
Guerrero, se puede notar que un fendbmeno que afecta en gran medida a los
organismos acuaticos es la estacionalidad de la abundancia de agua. Durante el
periodo de lluvias la gruta de Aguacachil se ve materialmente inundada por una
fuerte corriente de agua, misma que arrastra al interior una gran cantidad de
organismos Vvivos, asi como quistes de protozoos y de micrometazoos, durante
una época son pocas las acumulaciones de agua, de manera que la reducida
disponibilidad del sustrato favorable impide el desarrollo de comunidades de
especies, tales como amibas, habitantes del detritus. Al cesar las lluvias, la
corriente exterior deja de fluir y la entrada de nuevos organismos se reduce, por
lo que el agua tiende a acumularse en pequefias pozas que se pueden considerar
como cuerpos de agua estancada; es entonces que las poblaciones alcanzan su
mayor desarrollo, observandose ademas mayor diversidad (Morales-Malacara y
Vazquez, 1982a). Algo que se pudo observar en los cultivos del estudio de los



Riscos es que en algunas recolectas los cultivos de agua de charcos fueron
incluso mas diversos que los cultivos de agua del gour y aunque esta cueva no se
inunda con la llegada de la estacion de lluvias, si aumenta el flujo de agua por
medio de escurrimientos. La cantidad de agua también influird en que tan
diluido se encuentre el alimento.

Sin embargo, en Aguacachil estas comunidades no disponen de mucho
tiempo para prosperar, la nueva época de lluvias provoca otra vez la fuerte
corriente que arrastra a las comunidades en formacion. Cabe suponer entonces
gue cada afio las poblaciones de protozoos difieren de la de otros afios (Morales-
Malacara y Vazquez, 1982a). Este fendmeno de rotacion de especies a lo largo
del afio también fue observado en los Riscos y aunque algunas especies
persistieron a lo largo de las distintas recolectas, otras tantas, sobre todo de
ciliados, aparecieron solo en alguno de los muestreos.

En cuanto a las especies de ciliados que se observaron, las distintas
especies del género Colpoda fueron las que estuvieron mas constantes a lo largo
del afio y en los diversos biotopos, en particular C. aspera, lo cual se podria
explicar dado que en experimentos en laboratorio los quistes de este género de
ciliado pueden persistir a muy bajas temperaturas (Hausmann y Hulsmann,
1996), que es lo que prevalece en la cueva, dado que no hay gran cantidad de
murciélagos cuya presencia genere mucho calor, por lo que en general el
promedio de temperatura dentro de la cueva es bajo.

Un aspecto importante es que no se encontro en el suelo una gran
diversidad de amibas testadas, biotopo donde normalmente son encontradas
incluso en abundancia. Esto puede responder a que el suelo en practicamente
toda la cueva estd muy compacto, dejando asi poco o nada de espacio para que
cualquier organismo viva entre sus particulas, de forma que en el suelo se
encontré una baja diversidad de amibas testadas e inclusive de amibas
desnudas, las cuales sélo requieren, alrededor de 5 um como la minima altura
de la pelicula de agua en la cual pueden sobrevivir (Hausmann y Hulsmann,
1996). De manera contrastante el Unico grupo que logré establecerse
presentando mayor numero de especies fueron los ciliados.

En habitats que contienen materia organica en descomposicion
frecuentemente ocurre la siguiente sucesion: flagelados sin pigmentos y

Colpoda, ciliados no sésiles y peritricos. Una sucesion de varias especies de



organismos ameboides acompafian esta sucesion (Bamforth, 1985). En la
mayoria de los cultivos se observo esta sucesion, lo que nos reitera que dentro
de una cueva, para el caso de los protozoos, los procesos de colonizacion
ocurren de manera constante.

Los protozoos heterotrofos de vida libre se alimentan de casi cualquier
tipo de materia organica, para ellos, el factor limitante mas importante para la
captura del alimento es la arquitectura del aparato bucal. Incluso diferentes
especies del mismo género de ciliados son capaces de filtrar intervalos
especificos del tamafio de particulas de alimento, permitiendo por tanto su
coexistencia en el mismo habitat (Hausmann y Hulsmann, 1996). En este
estudio se encontré una gran diversidad de especies con diferentes habitos
tréficos, en particular algunas pertenecian a un mismo género (como el caso del
género Colpoda) y se encontraron distribuidas en todos los biotopos, pudiendo
coexistir al menos dos especies dentro del mismo biotopo.

En relaciéon a la morfometria de las especies, fue notable que las tallas en
la mayoria de las especies estuvieron por debajo o en el limite del intervalo que
se indicaba en las descripciones originales respectivas. Este hecho no es posible
explicarlo pero podria corresponder a una adaptacion a diversas condiciones
adversas que presenta una cueva, como pueden ser la escasez de nutrientes o
inclusive al ambiente oscuro y un tanto anaerobio que predomina en la cueva.

De las especies identificadas, como se observa en la tabla 3, solo dos
cuentan con un registro previo en cuevas del mundo (Paramecium caudatum y
Actinophrys sol) (Golemansky y Bonnet, 1994) y una con un registro en México,
de cueva Chica en San Luis Potosi (Coleps hirtus) (Osorio-Tafall, 1943). De las
especies de ciliados identificadas, 17 son un registro nuevo en cuevas tanto para
el mundo como para México, al igual que una amiba desnuda (Hartmannella
vermiformis) y tres amibas testadas (Tracheleuglypha dentata, Euglypha
filifera y Cyclopyxis eurystoma var. parvula), mientras que el heliozoo
identificado es un nuevo registro para cuevas de México (Golemansky y Bonnet,
1994; Hoffmann et al., 1986 y Osorio-Tafall, 1943). Este numero, al menos en lo
que respecta a los ciliados, representa un alto porcentaje de las especies
identificadas. En cuanto a la cueva en especifico, se cuenta con un registro
previo de cuatro especies de ciliados realizado por Morales-Malacara y Vazquez
(1986), las cuales corresponden a Cyclidium glaucoma, Chilodonella sp.,



Tetrahymena sp., Cinetochilum sp. y un flagelado no confirmado,
probablemente del género Bodo. Como se observa, en los registros previos
(Morales-Malacara y Vazquez, 1986) y el del presente trabajo, se registraron
especies de los géneros Cyclidium y Tetrahymena.

Las biocenosis de protozoos son inestables y pueden cambiar muy rapida
y dramaticamente inclusive dentro de un dia. Los protozoos con tiempos de
reproduccién de algunas horas utilizan rapidamente los recursos, por lo que sus
poblaciones, sean amibas, flagelados o ciliados, tienden a colapsar tan rapido
como se desarrollan. Ademas otros factores pueden afectar la densidad de las
poblaciones de varias especies, como la aparicibn de metazoos depredadores
(Hausmann y Hilsmann, 1996). Esta dindmica ocurre en cada biotopo y en
especial en los pequefios charcos de agua y a pesar de que durante el presente
estudio se cubri6 mas de un ano de recolectas, para monitorear las especies
presentes tanto en época de lluvias como de secas, lo que resulta de ésta
dindmica de constante cambio en las poblaciones de protozoos es que, conforme
continla avanzando el tiempo, las poblaciones variaran de forma tal que seria
complicado aseverar que los protozoos obtenidos son todas las especies que
pueden vivir dentro de la cueva. De esta forma cuando se emprende el estudio
de identificacién de protozoos en una cueva, a pesar de la constancia de las
condiciones ambientales, se debe considerar un lapso de tiempo de recolectas
amplio, ya que en la mayoria de los registros anteriores en cuevas en México el
estudio se realizaba con base en una o dos recolectas. Esto podria explicar la
baja diversidad registrada comparado con el presente estudio, en el cual, los
cultivos se mantuvieron desde el dia de la recolecta hasta la conclusion del
escrito lo que, en el caso de las primeras recolectas, representa poco méas de dos
afos de cultivo, manteniéndolos a pesar de presentar ya poca abundancia y
diversidad de especies. Para lograr el mantenimiento de las especies originales
se realizaron una serie de resiembras en diferentes medios, utilizando en
algunos casos incluso la concentracion por centrifugacion.

Cabe resaltar que la recolecta en la cual se registr6 mayor diversidad de
especies fue la que se realizé en marzo de 2007, lo cual puede corresponder a
gue es justo el momento del cambio de estacion de invierno a primavera,
cuando en general las condiciones ambientales externas a la cueva son mejores,

ya que hay buen clima y suficiente agua. A pesar de que este cambio estacional



no genera grandes cambios al interior de la cueva, es importante recordar que
en su mayoria las especies de protozoos encontrados en los distintos biotopos de
una cueva provienen del exterior y son transportados por corrientes de agua.

Para los protozoos endoparasitos se puede observar que practicamente
todos los resultados de las distintas pruebas fueron negativos. EI examen de
peliculas humedas o secas de sangre provee sOlo una somera guia de la
verdadera prevalencia de una infeccibn de Trypanosoma. Para validar los
estudios se deben utilizar técnicas mas sensibles, inmunolégicas o moleculares-
biologicas, para detectar antigenos y anticuerpos (Molyneux, 1991). En las
pruebas realizadas en el presente estudio se intentd cubrir con esta inquietud
acerca de cual es el mejor método para detectar la presencia de los parasitos
teniendo tres distintos tipos de pruebas, incluyendo una de inmunoreaccién que
a pesar de ser indirecta es bastante confiable, ya que en las otras dos pruebas
(que son directas porque dejan ver al parasito) es facil que por el tratamiento
gue se les da, los individuos que pudieran estar presentes en las muestras de
sangre se pierdan en el proceso. Otras técnicas hasta el momento utilizadas para
la deteccion del parasito por medio de antigenos parasitarios y/o anticuerpos
son: centrifugacion de hematocrito, cromatografia con Dae-celulosa,
inoculacion de ratones de laboratorio, ELISA, y PCR con ADN tripanosomal.
También existe el cultivo, el cual se realiza inoculando sangre en medio minimo
esencial (MEM) con sales de Earle y suplementado con suero equino por un
periodo minimo de seis semanas (Rojas, 2005). Por dificultades logisticas no se
pudo implementar esta Gltima técnica de cultivo para la deteccion de
Trypanosoma en los murciélagos de la cueva.

Auln con todo esto el tamafio de muestra de los murciélagos analizados
fue significativo si consideramos que la poblaciéon que ahi se encuentra es
pequeiia, por lo que hay bastante seguridad al afirmar que los individuos de la
poblacién de murciélagos hemat6fagos que habitan la cueva de los Riscos no se
encuentran parasitados por protozoos de la familia Trypanosomatidae y que
esas tres muestras que reaccionaron a la dilucién limite para que sean
consideradas como positivo, tuvieron una reaccion cruzada con algun otro

parasito.



VIII. CONCLUSIONES

La biodiversidad de protozoos habitantes de cuevas es poco estudiada en
el mundo y en particular en México, a pesar del gran niamero de cuevas
existentes y de facil acceso.

Por medio de este trabajo se identificaron 44 protozoos de vida libre que
habitan la cueva de los Riscos y que pueden desarrollarse en diferentes biotopos
como el agua, suelo, guano y musgo, mostrando que el ambiente cavernicola
puede ser muy favorable para su desarrollo.

Este es el registro mas amplio, comparado con otras cuevas en donde se
obtuvieron pocas especies, probablemente debido al escaso numero de
recolectas y al poco tiempo que se mantenian los cultivos.

A pesar de la gran diversidad encontrada, todas las especies registradas
habitan normalmente en distintos héabitats epigeos (lo que significa que no
existe ninguna troglobia) sino que penetran a la cueva por diversas situaciones,
donde a pesar de ser en general un ambiente bajo en nutrientes logran
establecerse y desarrollarse, lo cual ser4 beneficioso para el resto de los
habitantes de la cueva, ya que constituyen uno de los niveles méas basicos de la
red trofica haciendo disponibles los nutrientes del suelo y bacterias a
organismos metazoos de mayor tamafo.

Por otro lado el estudio de las infecciones en murciélagos causadas por
protozoos, en especial del género Trypanosoma, es un tema de suma
importancia en salud publica si consideramos la frecuencia con la que una cueva
es visitada por motivos ya sea cientificos, religiosos o simplemente de recreacion
y a eso le afladimos que los murciélagos suelen salir a buscar su alimento que
puede consistir en sangre de diversos vertebrados, como es el caso de las
especies encontradas en esta cueva, impactando muchas veces econ6micamente
a los pobladores cercanos a la cueva al causar infecciones al ganado. Es por esto
gue también resulta importante continuar con el estudio de estos protozoos en
las diferentes especies de murciélagos habitantes de cuevas.

El presente trabajo contribuye con nuevas especies que no se
encontraban registradas ni a nivel mundial ni en México y sobre todo considera
distintos biotopos dentro de una cueva a los cuales casi no se les habia prestado

atencion, haciendo ademas una comparacion entre ellos.



RECOMENDACIONES

Es importante realizar mas estudios de este tipo, para conocer mejor la
diversidad de protozoos que pueden habitar las cuevas, incrementando asi los
escasos registros existentes en México y permitiendo a futuro sacar conclusiones
mas generales que nos permitan utilizarlos, por ejemplo, como bioindicadores
del estado de conservacion de una cueva o inclusive como fuente de informacion

acerca de la diversidad exterior.
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X. ANEXOS

AN EXO 1. Protozoos de cuevas en el mundo.

Géneros y especies de protozoos mas comunmente encontrados en
cavernas (Golemansky & Bonnet, 1994).

PHYLUM EUGLENOZOA

Bodo

B. ovatus

B. saltans

B. edax
Chilomonas paramecium
Monas guttula
Oicomonas

O. termo

O. mutabilis
Cercobodo agilis
Mastigamoeba limax
Spiromonas angusta
Tetramitus rostratus
Peranema trichophorum
Syctomonas pussila

PHYLUM RHIZOPODA
Clase Lobosea

Pelomyxa palustris
Amoeba

A. cavicola

A. radiosa

A. albida

A. guttula

A. vespertilio
Vahlkampfia

V. limax

V. magna

V. tachipodia
Astramoeba sp.
Centropyxis

C. aculeata

C. aerophila

C. cassis

C. discoides

C. laevigata
Cyclopyxis

C. eurystoma

C. arcelloides
Difflugia

D. oblonga

D. lucida

D. globulosa

D. baradlana

D. oviformis
Trinema

T. lineare

T. enchelys
Euglypha

E. acanthophora

E. cristata

E. tuberculata
Trigonopyxis arcula
Heleopera petricola

Clase Granuloreticulosea

Borovina zernovi

PHYLUM HELIOZOA
Actinophryx

A. sol

A. vesiculata
Actinosphaerium eichhornii
Raphidiophrys sp.

PHYLUM CILIOPHORA
Chilodonella cucullulus
Paramecium caudatum
Cyclidium glaucoma
Colpoda steinii
Glaucoma scintillans
Halteria grandinella
Stylonichya mytilus
Vorticella sp.

Euplotes sp.
Spirostomum ambiguum
Oxytricha sp.



ANEXQO 2. Protozoos de cuevas en México.

Registros publicados de protozoos en cuevas de México.

ESTADO | San Luis Potosi  San Luis Potosi Guerrero Guerrero
CUEVA

GENERO/ Cueva Los Aguacachil Gruta de
ESPECIE Chica Sabinos Juxtlahuaca

FLAGELADOS

Euglena sp.

Astasia sp.

Heteronema sp.

Peranema sp.

Gonyostomum sp.

Chilomonas sp.

Chlamydomonas sp.

Volvox sp.

AMIBAS DESNUDAS

Amoeba sp. X
Vahlkampfia sp.

Mayorella sp. X
AMIBAS TESTADAS

Arcella sp. X
Arcella vulgaris X

Centropyxis aculeatus X X

Euglypha sp. X
CILIADOS

Coleps sp.

Coleps sp. cf. hirtus X
Tetrahymena sp.

Colpidium sp.

Glaucoma sp.

Paramecium aurelia

Cyclidium sp.

Vorticella sp.

Vorticella sp. cf.
microstoma X

X X X X X X X X

X

X

X X X X X X

Blepharisma sp.

Metopus sp.

Halteria sp.

Uroleptus sp.

Stylonychia sp.

HELIOZOARIOS

Actinophrys sp. X

X X X X X

Citas 1 1 2 2

1 Osorio-Tafall (1943)
2 Hoffmann, et al. (1986)



Registros no publicados de protozoos en cuevas de México.

ESTADO

Veracruz

Guerrero

Guerrero

Guerrero

Guerrero

Querétaro

CUEVA
GENERO/
ESPECIE

Ojo de Agua

La
Joya

La

Mariposa

Juxtlahuaca

Aguacachil

Los

Riscos

FLAGELADOS
Bodonidae
Anisonema sp.
Chilomonas sp.
Peranema sp.
Heteronema sp.
Monas guttula
Monas sp.

Bodo sp.

Bodo edax

Euglena sp.
Rhynchomonas nasuta

Astasia sp.
Gonyostomum sp.
Chlamydomonas sp.
Volvox sp.

AMIBAS DESNUDAS
Amoeba radiosa
Mayorella sp.
Vahlkampfia sp.
Vahlkampfia limax
AMIBAS TESTADAS
Arcellidae

Arcella sp.

Euglypha sp.

X

X

X, XX

X, XX
X, XX
X, XX
X, XX




Registros no publicados de protozoos en cuevas de México (Continua).

ESTADO Veracruz Guerrero Guerrero Guerrero Guerrero Querétaro
GENERO/ CUEVA Ojo de Agua La La Juxtlahuaca | Aguacachil Los
ESPECIE Joya Mariposa Riscos
CILIADOS
Enchelyidae X
Coleps sp. X X
Chaenea sp.

Chilodonellidae X

Chilodonella sp. X
Tetrahymenidae X

Tetrahymena sp. XX X, XX X
Colpidium sp. XX X

Glaucoma sp. X, XX
Parameciidae X

Paramecium sp. X X, XX
Paramecium aurelia X X

Cyclidium sp. XX X

Cyclidium glaucoma X
Cinetochilum sp. X
Vorticella sp. X X

Uroleptus sp. XX X
Holostichidae X

Holosticha sp.

Stylonychia sp. X XX X

Euplotes sp. X

Blepharisma sp. X, XX

Metopus sp. X

Halteria sp. X
HELIOZOO0S

Heliozoea X

Citas 1 2 3 5 6,7 4

NOTA: X-una especie sin identificar, XX- varias especies sin identificar

1. Morales-Malacara y Losoya (1989-1990)
. Morales-Malacara y Vazquez (1983-1984)

. Morales-Malacara y Vazquez (1985)

. Morales-Malacara y Vazquez (1983)

. Morales-Malacara y Vazquez (1982a)

2
3
4. Morales-Malacara y Vazquez (1986)
5
6
7

. Morales-Malacara y Vazquez (1982b)




ANEXQO 3. besarrollo de las técnicas utilizadas.

3.1 Técnicas micrograficas para protozoos de vida libre.

B Adhesion a portaobjetos (Silva-Neto, 2000)
REACTIVOS:
- Albumina-glicerol de Mayer
- Calentar ligeramente un portaobjetos, colocar una gota de albamina-glicerol
en un extremo.
- Colocar sobre la gota el extremo de un cubreobjetos y dejar que se extienda a
lo largo del borde. Procurar que se forme entre el portaobjetos y
cubreobjetos un dngulo de aproximadamente 45 ©.
- Con movimiento firme hacer el extendido. Este no debe presentar
“escalones” o alguna otra irregularidad. Dejar secar a temperatura ambiente.
- A partir de aqui se pueden realizar distintas técnicas de tincion como
protargol y hematoxilina.

B Hematoxilina de Harris
REACTIVOS:
- Mezcla alcohol-formol 8:2 (alcohol absoluto y formol comercial)
- Hematoxilina de Harris
- Alcoholes graduales (70, 80 y 96 %) y alcohol etilico absoluto
- Xilol
- Preparar portaobjetos para adhesion.
- Agregar una pequefia gota de cultivo y dejar secar.
- Cubrir la preparacion con alcohol-formol por 45 segundos.
- Lavar con agua destilada y escurrir dos veces, un minuto cada una.
- Agregar hematoxilina cubriendo toda la superficie de la muestra adherida y

dejar de tres a cinco minutos.



Lavar con agua destilada. Sin dejar secar observar al microscopio el grado de
tincién.

Lavar con agua destilada.

Lavar con agua de la llave.

Lavar con agua destilada.

Deshidratar en alcoholes graduales 70/80/96/100 %, tres minutos en cada
uno.

Pasar a xilol por cinco minutos.

Montar en Balsamo de Canada o Euparal.

B Técnica de nitrato de plata de Klein (en Kudo, 1971)

REACTIVOS
- Nitrato de Plata al 5 %

Colocar una gota de cultivo sobre un portaobjetos y dejar secar.

Agregar una solucién de nitrato de plata al 5 % durante cinco minutos.

Lavar dos veces con agua destilada.

Colocar el portaobjetos en una caja de Petri con agua destilada bajo la
lampara de rayos ultravioleta o al rayo del sol durante cinco minutos.
Colocar una hoja blanca debajo de la caja de Petri.

Lavar con agua destilada.

Dejar secar al aire, montar.

B Protargol (Silva-Neto, 2000)

REACTIVOS:
- Mezcla alcohol-formol 8:2 (alcohol absoluto y formol comercial)

- Protargol al 1 % Merck® para histologia 0 microscopia

- Hidroquinona al 1 %

- Tiosulfato de sodio al 2.5 %

- Alcoholes graduales (70, 80 y 96 %) y alcohol etilico absoluto

- Xilol

B Preparar portaobjetos para adhesion.

B Agregar una pequefa gota de cultivo y dejar secar.



Cubrir la preparacion con alcohol-formol por 45 segundos.

Lavar con agua destilada durante dos minutos.

Poner en el fondo de una charola de vidrio con tapa papel filtro hiumedo.
Distribuir ahi las preparaciones.

Cubrir las preparaciones con protargol.

Incubar a 50-60 °©C por 35 minutos, evitando que se evapore el protargol.
Lavar las preparaciones rapidamente una a una con agua destilada.

Pasar a la hidroquinona de 10-20 segundos.

Pasar al tiosulfato de sodio al 2.5 % por 30 segundos. Si la impregnacion es
baja regresar al revelador.

Lavar con agua destilada por un minuto.

Deshidratar en alcoholes graduales 70/80/96/100 %, tres minutos en cada
uno.

Pasar a xilol por cinco minutos.

B Montar.
B Butanol-Nigrosina (Borrror, 1969)
REACTIVOS:
- Solucion de bicloruro de magnesio al 8 %
- Fijador Champy:
- Acido crémico al 1 % 7 partes

- Dicromato de potasioal 3% 7 partes

- Tetroxido de osmio al 2 % 4 partes

- T- butanol

- Nigrosina:

- Solucién acuosa al 0.5 %

- Alcoholes graduales (70,80 y 96 %) y alcohol etilico absoluto

- Xilol
|

Colocar los ciliados en bicloruro de magnesio al 8% de cinco a diez minutos
para relajarlos.

Transferir a fijador Champy recién preparado de tres a quince minutos.



Colocar una gota con los organismos de aproximadamente un centimetro de
didmetro con la pipeta sobre el portaobjetos.

Anadir inmediatamente una gota de la solucién butanol-nigrosina (1:1).
Deshidratar en alcoholes graduales 70/80/96/100 %, tres minutos en cada
uno.

Aclarar en xilol por cinco minutos.

Montar.

3.2 Técnicas microgréaficas, histolégicas e inmunoldgicas para

protozoos endoparasitos de murciélagos.

B Giemsa (Gavifo et al., 1977)

REACTIVOS
- Metanol

- Colorante Giemsa® al 2.5%

Colocar una gota pequeria de sangre en el extremo de un portaobjetos.
Colocar sobre la gota el extremo de un cubreobjetos y dejar que se extienda a
lo largo del borde. Procurar que se forme entre ambos un angulo de
aproximadamente 45 ©.

Con movimiento firme hacer el extendido. Este debe cubrir
aproximadamente, tres cuartas partes del portaobjetos y no presentar
“escalones” o alguna otra irregularidad.

Dejar secar el extendido a temperatura ambiente.

Inclinar la preparacién y escurrirle metanol para fijarla.

Cubrir la preparacion con el colorante Giemsa por 10-15 minutos.

Lavar al chorro de agua de la llave, en forma suave y breve.

Dejar secar.

Observar en el microscopio con el objetivo 100x.



B Tincion de hematoxilina-eosina para cortes histolégicos (Estrada et
al., 1982)

REACTIVOS

- Hematoxilina de Hill

- Eosina
- Alcohol a distintas diluciones (50, 70 y 96 %) y absoluto
- Alcohol acidulado al 1%

- Xilol

- Carbonato de litio

- Agua corriente y destilada

Colocar los portaobjetos en una canastilla de tincion de caja Coplin.
Introducir la canastilla en dos cambios de xilol de cinco minutos cada uno.
Alcoholes graduales (absoluto, 96, 70 y 50 %) para hidratar el tejido, dos
minutos en cada uno.

Agua destilada por dOs minutos.

TeAir con hematoxilina por 15 minutos. Enjuagar en agua corriente por dos
minutos. Si se sobretifio el corte, colocarlo en alcohol acidulado para bajar la
coloracion y enjuagar nuevamente.

Realizar tres inmersiones rapidas en carbonato de litio. Enjuagar por dOs
minutos en agua destilada.

Alcohol al 50 % por dos minutos.

Eosina por 10 minutos.

Alcoholes graduales (96, 96 y 100 %, Alcohol-Xilol 50 %) para deshidratar el
tejido, dejandola dos minutos en cada una.

Xilol, dos cambios dejandola dOs minutos en cada uno.

Montar.

B Hemoaglutinacion Indirecta Cuantitativa

REACTIVOS
- Solucién salina estabilizadora

- Sueros testigo reactivo y no reactivo
MATERIAL



- Policubetas de poliestireno de 96 pocillos en U

- Micropipetas automaticas de 25 pl

- Microdiluidores para 25 ul o pipetas multicanal

Colocar 25 pl de solucién salina estabilizadora en todos los pocillos de una
policubeta.

Colocar 25 pl de cada muestra de los sueros, testigo y problema, en la
primera fila (A) de la policubeta (dilucién inicial ¥2). Inactivar los sueros
problema previamente a 56 °C durante 30 minutos, por razones de
seguridad.

Colocar los microdiluidores en los 12 pocillos de la fila A, rotdndolos no
menos de 15 veces y pasandolos progresivamente a las filas subsiguientes (B,
C, D, etc.) efectuando cada vez el mismo numero de rotaciones, se
completan asi las diluciones dobles (1/4, /s, etc.). Es necesario controlar la
carga del microdiluidor al comenzar y terminar las diluciones en un papel
absorbente calibrador.

Estas mismas diluciones sucesivas dobles pueden hacerse con la pipeta
multicanal de 25 pl.

Se coloca 25 pl de la suspension antigénica en cada pocillo, agitando luego
con suaves golpes en los bordes de la placa. Dejar en reposo en una
superficie plana, sobre un papel himedo (evita las cargas electrostaticas) y
en una mesa libre de vibraciones.

La lectura se realizara en el tiempo estipulado por el productor.

La falta de reactividad se manifiesta por la sedimentacion del antigeno en
forma de botdn. La reactividad del suero se manifiesta por la formacion de
un manto de bordes irregulares que cubre del 50 al 100 % del fondo del

pocillo, como se muestra a continuacion:
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